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1 Einleitung
Tumorerkrankungen stehen in den Industrienationen hinter Herz-Kreislauf-Erkrankungen an
zweiter Stelle der Statistik der Todesursachen beim Menschen. Auch beim Kleintier stellen
die Krebserkrankungen eine häufige Todesursache dar. Etwa 50% aller Hunde, die älter als
zehn Jahre sind, sterben direkt oder indirekt an den Folgen eines Malignoms. Aufgrund der
zunehmend engeren Mensch-Tier-Beziehung gewinnt der Wunsch der Tierbesitzer nach
einer Therapie ihres krebskranken Tieres zunehmend an Bedeutung (DORSCH 2002,
KESSLER 2005).
Strahlentherapie, Chirurgie und Chemotherapie stellen in der Humanmedizin die wichtigsten
Behandlungsmodalitäten bei Tumorerkrankungen dar (HOWALDT u. KAINZ 1997). Jeder
zweite Krebspatient muss sich heute im Verlauf seiner Erkrankung einer Bestrahlung unter-
ziehen. Dieser Anteil wird aufgrund der Zunahme von funktionell erhaltenden Therapiefor-
men in den nächsten Jahrzehnten weiter ansteigen (DÖRR et al. 2005). In der Tiermedizin
findet die Strahlentherapie überwiegend in den USA eine breite, routinemäßige Anwendung
(KASER-HOTZ et al. 2005). Mittlerweile sind aber auch im deutschsprachigen Raum einige
Zentren gegründet worden, die eine Strahlentherapie für Tiere anbieten (KANDEL 2004).
Bereits kurze Zeit nach Entdeckung der Röntgenstrahlen berichtet Richard Eberlein über
seine Ergebnisse der Bestrahlung von Haustieren (EBERLEIN 1906). Der Leiter des Rönt-
gen-Institutes der Wiener Veterinärmedizinischen Hochschule, Alois Pommer, bestrahlt 1938
die ersten Tiere mit chronischen Erkrankungen, im weiteren Verlauf auch mit Sarkomen und
Karzinomen. Seine Erfahrungen beeinflussen wesentlich die Entwicklung der Strahlenthera-
pie in der Human- und auch in der Veterinärmedizin (HIRSCHFELD et al. 2001). Die weitere
Entwicklung der Strahlentherapie in der Tiermedizin findet im Wesentlichen in den USA statt
und wird von den Tierärzten Owen, Carlson und Gillette geprägt (HIRSCHFELD et al. 2001).
Kurative (heilende) oder palliative (lebensverlängernde) Tumorbestrahlungen finden in der
Veterinärmedizin dort Einsatz, wo eine vollständige chirurgische Tumorresektion aus kosme-
tischen, funktionellen oder anatomischen Gründen nur eingeschränkt möglich ist, wie bei-
spielsweise an den Gliedmaßen oder bei Tumoren der Maul- und Nasenhöhle, wie Plattene-
pithelkarzinomen, malignen Melanomen, Fibrosarkomen und Zahnfleischgeschwülsten
(akanthomatöse Epuliden). Bei Tumoren des Zentralnervensystems gilt die Strahlentherapie
als Mittel der Wahl.
Während in der Humanmedizin kurative Protokolle mit täglicher Bestrahlung (5 Tage/Woche)
über sechs bis sieben Wochen durchgeführt werden, haben sich diese Behandlungssche-
mata in der Veterinärmedizin aufgrund der Notwendigkeit der Narkose für jede Bestrah-
lungssitzung bisher nicht durchgesetzt. Ein heute gängiges Protokoll in der Tiermedizin be-
steht in 10-12 Fraktionen von 4 Gy, dreimal pro Woche nach einem Montag Mittwoch Frei-
tag-Schema.
Jede Strahlentherapie schließt die Exposition von gesundem Normalgewebe in das Hochdo-
sisvolumen ein. Dies betrifft normale Strukturen, wie etwa Gefäße, innerhalb des Tumors,
Gewebe in den Randbereichen, in denen eine mikroskopische Infiltration vermutet wird, aber
auch Gewebe und Organe in den Ein- und Austrittskanälen der Strahlung. Trotz modernster
Bestrahlungsverfahren ist deshalb der Anteil von gesundem Normalgewebe im bestrahlten
Volumen meist deutlich größer als das eigentliche Tumorvolumen (DÖRR et al. 2005). Somit
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muss bei der Planung der Strahlentherapie immer ein Kompromiss zwischen einer möglichst
hohen (optimalen) Tumorwirkung und einer tolerablen Nebenwirkungsrate eingegangen wer-
den.
Die radiogenen Nebenwirkungen werden in frühe Reaktionen, die innerhalb von 90 Tagen
nach Beginn der Therapie eintreten, und späte Komplikationen unterteilt. Die Strahlenreakti-
on der Mundschleimhaut, Mucositis enoralis, gehört zu den häufigsten, dosislimitierenden,
frühen Nebenwirkungen bei der Radio(chemo)therapie im Kopf-Hals-Bereich (DÖRR et al.
2007, DÖRR et al. 2005). Diese Reaktion ist mit erheblichen Schmerzen und Schluckstörun-
gen verbunden (DÖRR et al. 2005). Nicht selten erzwingt sie eine Unterbrechung der Be-
handlung, mit der Folge einer Reduktion der Tumorheilungschancen (DÖRR et al. 2007,
FOWLER u. LINDSTRÖM 1992). Daneben hat die Frühreaktion Einfluss auf das Risiko für
chronische Strahleneffekte in der Mundhöhle in Form von konsekutiven Spätfolgen, wie Fi-
brosen, chronische Ulzera oder Nekrosen (DÖRR u. HENDRY 2001, DÖRR et al. 2007). Die
orale Mukositis stellt auch einen wesentlichen Kostenfaktor im Gesundheitswesen dar
(ELTING et al. 2007).
Die Vermeidung oder Verminderung der Schleimhautreaktion ist deshalb ein probates Mittel
zur Verbesserung des Erfolgs der Therapie von Kopf-Hals-Tumoren. Eine wichtige Rolle
spielen hier die Zahn- und Mundhygiene, die persönliche Betreuung sowie die Therapiepla-
nung (Volumen). Parallel dazu wird eine Vielzahl experimenteller und klinischer Ansätze zu
Prophylaxe und Behandlung der radiogenen Mucositis enoralis diskutiert, ohne dass bisher
eine spezifische Strategie allgemeinen Eingang in die klinische Routine gefunden hat (DÖRR
et al. 2007, DÖRR et al. 2008). Das Ziel der meisten Ansätze ist es, durch topische Applika-
tion von Antiseptika eine sekundäre Infektion zu vermeiden. Durch lokale Vasokonstriktion
mittels Kryotherapie mit der Erzeugung einer Strahlenresistenz fördernden lokalen Hypoxie
wird versucht, einen Schutz der Schleimhaut zu erreichen. Der Einsatz von Wachstumsfakto-
ren, wie Interleukin-1, Transforming growth factor-β (TGF-β), Tumor necrosis factor-α (TNF-
α), Insulin-like growth factor (IGF) I und II werden ebenso vorgeschlagen wie die Anwendung
von Radikalfänger Amifostin, Selen oder Superoxid-Dismutase. Auch die Therapie mit adul-
ten Stammzellen wird getestet (DÖRR et al. 2007, DÖRR et al. 2008). Ein weiterer, sehr viel
versprechender Ansatz ist der Einsatz des Keratinozyten-Wachstumsfaktors (rekombinanter
humaner KGF, Palifermin). KGF bewirkt in Epithelien eine Steigerung der Zellneubildung,
eine Modulation von Differenzierungsvorgängen, aber auch andere, zelluläre Effekte, wie
etwa eine Stimulation von DNA-Reparaturprozessen. Für die systemische Gabe von KGF im
Rahmen der konditionierenden Behandlung vor Stammzelltransplantationen liegt eine Zulas-
sung auf der Basis großer kontrollierter klinischer Studien vor (VON BÜLTZINGLÖWEN et al.
2006). Für die Strahlentherapie von Kopf-Hals-Tumoren liegen aktuell positive Ergebnisse
derartiger Studien in Form eines Kongressbeitrags vor (HENKE et al. 2008).
In jüngster Zeit werden Ansätze zur selektiven, auf der Tumorbiologie beruhenden Beein-
flussung der Strahlenempfindlichkeit von Tumoren getestet. Hierzu zählt die Blockade des
Rezeptors für den Epidermalen Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF), der in
vielen Tumoren überexprimiert ist und in Verbindung mit der Therapieresistenz gebracht
wird. Nach einer Strahlenexposition wird jedoch auch in der Mundschleimhaut eine erhöhte
Expression von EGF und EGF-Rezeptor (EGFR) beschrieben (DÖRR et al. 2000). Damit
besteht die Gefahr, dass eine Blockade des EGFR mit dem Ziel der Verbesserung der Tu-
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morheilung auch zu einer Verschlimmerung der Nebenwirkungen führen kann. In der vorlie-
genden Arbeit soll deshalb die Auswirkung einer Blockade des EGFR auf die Schleimhautre-
aktion unter fraktionierter Bestrahlung dargestellt werden. Weiterhin soll eine mögliche Inter-
aktion dieser Blockade mit der schleimhautschützenden Wirkung von KGF untersucht wer-
den.
Ein etabliertes Modell für strahlenbiologische Untersuchungen zur radiogenen oralen Muko-
sitis ist die Zungenschleimhaut der Maus (DÖRR 1987, 1997). Die Beeinträchtigung der Tie-
re wird durch die Beschränkung der klinischen Reaktion auf ein kleines Areal der Zungen-
unterseite auf ein Minimum reduziert. Dadurch entfällt die Gefahr einer Beeinflussung der
Schleimhautreaktion durch den Rückgang der Nahrungsaufnahme mit den entsprechenden
Konsequenzen für den Ernährungszustand.
In den vorliegenden Untersuchungen wird in kliniknahen Protokollen eine fraktionierte
Strahlentherapie appliziert. Die gezielte Blockade des EGFR erfolgt durch den Tyrosinkina-
se-Inhibitor BIBX1382BF. In funktionellen Untersuchungen wird die Häufigkeit einer Ulzerati-
on der Schleimhaut als klinisch relevanter Endpunkt untersucht.
In begleitenden histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wird die Wir-
kung von BIBX1382BF und KGF auf die Morphologie und Proliferation der Mundschleimhaut
unter Bestrahlung dargestellt.
Die spezifischen Fragen der vorliegenden Arbeit sind somit:
1. Hat eine EGFR-Inhibition eine Veränderung der Strahlenreaktion der Mundschleimhaut
(unter fraktionierter Bestrahlung) zur Folge?
2. Beeinflusst eine EGFR-Inhibition die mukoprotektive Wirkung von KGF?
Alle Untersuchungen werden mit dem etablierten Tiermodell der Schleimhaut der Zungen-
unterseite der Maus durchgeführt; als klinisch relevanter Endpunkt wird die Ulzeration des
Epithels analysiert.
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2 Literaturüberblick
2.1 Bedeutung von Tumorerkrankungen
Jährlich treten in Deutschland ca. 230.500 Neuerkrankungen an Krebs bei Männern und
206.000 bei Frauen auf. In den industrialisierten Ländern Mitteleuropas und Nordamerikas
sind Tumorerkrankungen hinter Herz-Kreislauferkrankungen die zweithäufigste Todesursa-
che (GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLOGISCHEN KREBSREGISTER IN DEUTSCH-
LAND 2008).
Bei Hund und Katze sind Malignome eine der häufigsten Todesursachen. An den Folgen
eines Tumorleidens sterben etwa 50% aller Hunde über zehn Jahre. Mittlerweile besitzen die
Haustiere in der Bevölkerung einen sehr hohen Stellenwert. Viele Tierbesitzer sind bereit,
unabhängig von den entstehenden Kosten eine medizinisch optimale, möglichst kurative
Versorgung ihres Tieres auch im Falle einer Krebserkrankung zu tragen (DORSCH 2002,
STEBBINS et al. 1989).
2.2 Bedeutung von Kopf-Hals-Tumoren
Zu Kopf-Hals-Tumoren werden alle bösartigen Neubildungen der Lippe, der Zunge, des
Mundhöhlenbodens, des Gaumens, der Speicheldrüsen oder des Rachens gezählt. Daran
erkranken in Deutschland jährlich etwa 7600 Männer und etwa 2800 Frauen. Kopf-Hals-
Tumoren stehen hinsichtlich der Erkrankungshäufigkeit bei Männern an siebter, bei Frauen
an 15. Stelle. Die Lebenserwartung verringert sich durch orale Malignome bei Männern um
durchschnittlich elf Jahre und bei Frauen um neun Jahre (GESELLSCHAFT DER
EPIDEMIOLOGISCHEN KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND 2008).
Hauptrisikofaktoren sind Tabak- und Alkoholkonsum. Raucher erkranken bis zu sechsmal
häufiger an bösartigen Tumoren des Mund- und Rachenraumes als Nichtraucher; zusätzli-
cher Alkoholkonsum verstärkt dieses Risiko deutlich. Neben einer unzureichenden Mundhy-
giene wird auch eine Beteiligung von Viren zu den Ursachen gezählt.
In der Veterinärmedizin kommen Tumoren der Mundhöhle ebenfalls häufig vor. Bei der Katze
sind es etwa 10% aller Tumoren (STEBBINS et al. 1989). Sie liegen damit an vierter Stelle
hinter den Tumoren der lymphatischen Organe, der Haut und der Mamma. Katzen im Alter
von 2,5 bis 18 Jahren sind betroffen, wobei das Durchschnittsalter bei etwa elf Jahren liegt
(HUTSON et al. 1992, POSTORINO REEVES et al. 1993). Die neoplastischen Veränderun-
gen sind zu 75% Plattenepithelkarzinome (KESSLER 2005), der Rest Fibrosarkome (KRAFT
u. DÜRR 1996). Andere Tumoren, wie Osteosarkome von Maxilla oder Mandibula, Adeno-
karzinome der Speicheldrüsen, odontogene Tumoren (Ameloblastom, Fibrodentom) oder
Mastzelltumoren sind wesentlich seltener (KRAFT u. DÜRR 1996).
Beim Hund sind etwa 75% aller tumorösen Veränderungen der Mundhöhle bösartig. Am
häufigsten finden sich Melanome, Plattenepithelkarzinome und Fibrosarkome. Gutartige tu-
moröse Veränderungen sind Papillome, Epuliden und Odontome (KESSLER 2005,
NIEMAND u. SUTER 2001, TODOROFF u. BRODEY 1979). Der Altersdurchschnitt bei Hun-
den für eine Erkrankung an einem malignen Melanom wird mit zwölf Jahren (1 bis 17 Jahre),
einem oralen Plattenepithelkarzinom mit neun Jahren (1,2 bis 14 Jahre) und einem Fibrosar-
kom mit acht Jahren (0,5 bis 15 Jahre) angegeben. Besonders männliche Tiere sind von
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malignen Melanomen und Plattenepithelkarzinomen betroffen (KESSLER 2005, TODOROFF
u. BRODEY 1979).
2.3 Therapieoptionen bei Kopf-Hals-Tumoren
Sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin beruht die Therapieentscheidung bei
Kopf-Hals-Tumoren auf einer exakten Diagnose der Erkrankung bezüglich Art, Lokalisation,
Ausdehnung und Metastasierung. Als wesentliche Optionen stehen Operation, Strahlen-
oder Chemotherapie zur Verfügung. Diese werden allein oder auch in Kombination ange-
wendet (NIEMAND u. SUTER 2001). Die Behandlung kann grundsätzlich kurativ, mit dem
Ziel der Heilung, als auch palliativ, zur Eindämmung der Symptomatik und Verbesserung der
Lebensqualität für einen begrenzten Zeitraum, erfolgen. Primäre Therapie ist in der Regel die
Operation. Patienten mit einem Karzinom im Kopf-Hals-Bereich erhalten in mehr als 40% der
Fälle eine adjuvante oder alleinige kurative Strahlentherapie (HOWALDT u. KAINZ 1997).
Auch bei Hund und Katze steht die chirurgische Behandlung an erster Stelle. Durch die en-
gere Bindung des Tieres an den Menschen werden jedoch zunehmend auch weitere Thera-
pieformen, wie die Chemo- und Radiotherapie, gefordert (NIEMAND u. SUTER 2001).
Zur objektiven Beschreibung von Tumorerkrankungen dient das „TNM-System“ (UICC 2002).
TNM ist eine Abkürzung für: Tumor (T) zur Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten
des Primärtumors, Nodes (N, Lymphknoten) für Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen
Lymphknotenmetastasen, und Metastasen (M) für Fehlen oder Vorhandensein von Fernme-
tastasen.
Die Bewertung des Primärtumors wird in vier Stadien von T1 bis T4 vorgenommen. Ist kein
Primärtumor vorhanden bzw. ist dieser operativ entfernt, lautet die Kategorie T0. Die Be-
wertung der regionären Lymphknoten erfolgt in drei Stadien von N1 bis N3 in Abhängigkeit
von der Befallshäufigkeit. N0 bezeichnet den Nichtbefall der Lymphknoten. Das Vorhanden-
sein von Fernmetastasen wird mit M1 bezeichnet, das Fehlen mit M0. In allen drei Kategori-
en gibt es weitere differenzierte Einteilungen.
Die Wirkung einer onkologischen Therapie auf Tumoren kann anhand verschiedener Para-
meter beurteilt werden. Als Remission (Tumorschrumpfung) wird die makroskopische Ver-
kleinerung des Tumors bezeichnet. Diese kann partiell (Volumenminderung um mindestens
50% über eine Dauer von mindestens 4 Wochen) oder komplett (keine makroskopisch
nachweisbaren Tumorreste) sein. Die lokale Tumorkontrolle (Rezidivfreiheit über einen defi-
nierten Zeitraum, in der Humanmedizin in der Regel 5 Jahre) ist das Ziel der kurativen
Strahlentherapie. Mit zunehmender Gesamtdosis der Bestrahlung steigt der Anteil lokal kon-
trollierter Tumoren an, es ergibt sich eine typische, sigmoide Dosiseffektkurve. Die 50%-
Tumorkontrolldosis (TCD50, tumor control dose 50%) ist diejenige Dosis, die notwendig ist,
um 50% der Tumoren lokal zu kontrollieren. Als Rezidiv wird ein histologisch gleichartiger
Tumor am Ort oder in den direkten Lymphabflusswegen des ursprünglichen Tumors be-
zeichnet.
Ein weiteres Maß für die Wirksamkeit einer onkologischen Therapie ist die Überlebensrate,
d.h. der prozentuale Anteil an Patienten mit einer Tumorerkrankung, der ein bestimmtes Zei-
tintervall nach einer Therapie überlebt. Die Überlebensdauer ist diejenige Zeitspanne, über
welche ein tumorkranker Patient nach Beginn der Therapie überlebt.
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2.3.1 Chirurgische Therapie
Da beim Tier Tumoren generell oft sehr spät diagnostiziert werden und meist schon eine
Metastasierung vorhanden ist, ist eine alleinige chirurgische Therapie selten erfolgreich
(NIEMAND u. SUTER 2001). Liegt dennoch ein operativ gut zugänglicher Tumor (T1, T2)
ohne Lymphknotenbefall (N0) vor, so ist die totale Extirpation die Methode der Wahl.
Neoplasien der Mundhöhle sollten möglichst radikal, mit einem Sicherheitsabstand im ge-
sunden Gewebe von mindestens 1-2 cm, entfernt werden. Bei einem zusätzlichen Befall der
regionalen Lymphknoten muss das Lymphabflußgebiet in die Operation einbezogen werden
(EHRENFELD u. PREIN 2002, KESSLER 2005, NIEMAND u. SUTER 2001).
2.3.2 Chemotherapie
Die Chemotherapie ist neben der Chirurgie und der Radiotherapie eine wichtige Behand-
lungsmöglichkeit bei Tumorerkrankungen in der Human- und Tiermedizin. Eingesetzt werden
Chemotherapeutika als alleinige Therapie oder in Kombination mit den anderen Therapieop-
tionen (KESSLER 2005a, NIEMAND u. SUTER 2001). Dabei hat die alleinige Chemothera-
pie rein palliativen Charakter und führt bei soliden Tumoren, mit wenigen Ausnahmen, nicht
zur Heilung. Rationale für den Einsatz der Chemotherapie in kurativen Protokollen ist einer-
seits die Bekämpfung von (Mikro-)Fernmetastasen, andererseits die zusätzliche Zellabtötung
im Primärtumor. Die Auswahl des geeigneten Chemotherapeutikums beruht auf der spezifi-
schen Empfindlichkeit des Tumors, dem Allgemeinzustand und der Organfunktion (v.a. Le-
ber, Niere) des Patienten.
Die Wirkung von Chemotherapeutika beruht auf einer Proliferationshemmung oder Abtötung
von aktiv proliferierenden Zellen. Zu diesen Zellen gehören neben der Wachstumsfraktion
des Tumors auch „normale“ Zellpopulationen, wie im Knochenmark, in den Schleimhäuten
im oberen und unteren Gastrointestinaltrakt und in der Haut mit ihren Anhangsgebilden. Dar-
aus ergeben sich die entsprechenden Nebenwirkungen der Chemotherapie (KESSLER
2005a).
In der Humanmedizin erfolgt die Chemotherapie in der Regel entsprechend definierter, Evi-
denz basierter Protokolle. Häufigste Präparate bei Kopf-Hals-Tumoren sind 5-Fluoro-Uracil
(5-FU), cis-Diamin-Dichlor-Platin (cDDP) und Mitomycin C (MMC). In der Tiermedizin existie-
ren dagegen sehr variable Behandlungsprotokolle und Dosierungsangaben. Deshalb sollte
gemäß der Erfahrung des behandelnden Tierarztes individuell ein geeigneter Therapieplan
für jeden Patienten entsprechend der Diagnose gestellt werden (KESSLER 2005, NIEMAND
u. SUTER 2001).
2.3.3 Strahlentherapie
Das Ziel einer kurativen Strahlentherapie ist die vollständige Zerstörung aller teilungsfähigen
Tumorzellen, bei gleichzeitiger Schonung der umliegenden gesunden Gewebe. In vielen kli-
nischen und tierexperimentellen Untersuchungen wird gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit
der lokalen Tumorkontrolle abhängig ist vom Volumen, der Ausbreitung (TNM-Stadium), den
histologischen Charakteristika des Tumors und vor allem auch von der applizierten Strahlen-
dosis (HERRMANN et al. 2006).
Die kurative Bestrahlung von Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich kann als alleinige oder adju-
vante Behandlung durchgeführt werden. Kleine Tumoren der Mund- und Rachenhöhle ohne
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Absiedlung in die regionären Lymphknoten können, alternativ zur Operation, mit einer allei-
nigen definitiven Strahlentherapie behandelt werden. Eine kombinierte Behandlung aus Ope-
ration und Bestrahlung ist bei fortgeschrittenen, aber noch operablen Tumoren in jedem Falle
anzustreben. Die Bestrahlung kann präoperativ erfolgen, um die Tumormasse auf ein
operables Niveau zu reduzieren und peripher gelegene Zellen zu vernichten, oder postope-
rativ, um verbliebene Tumorzellen im Tumorbett und in den regionären Lymphknoten zu zer-
stören (HERRMANN et al. 2006, KASER-HOTZ 2001, 2005, NIEMAND u. SUTER 2001).
Bei der palliativen Strahlentherapie ist die Beseitigung umschriebener, symptombezogener
Beschwerden und damit der Erhalt der Lebensqualität, gegebenenfalls in Verbindung mit
einer Lebensverlängerung das Ziel. Die Strahlentherapie von oralen Plattenepithelkarzino-
men und Melanomen hat den Vorteil, dass eine dauerhafte Verunstaltung des Patienten
vermieden werden kann. Außerdem ist die Sanierung der regionären Lymphknoten möglich
(KESSLER 2005).
Bei jeder Bestrahlung müssen gesunde Gewebestrukturen in den Hochdosisbereich einbe-
zogen werden. Dazu zählen normale Strukturen im Tumor selbst, im Bereich des möglicher-
weise mikroskopisch infiltrierten umgebenden Gewebes und im Ein- und Austrittskanal der
Strahlung. Das Zielvolumen einer kurativen Strahlentherapie beinhaltet somit einen beträcht-
lichen Anteil an gesundem Normalgewebe. Dadurch kann es zu frühen und chronischen Ne-
benwirkungen kommen, die im Rahmen einer aggressiven und damit erfolgversprechenden
Strahlentherapie die dosislimitierende Rolle spielen. Ein gewisses Risiko schwerer Strah-
lenfolgen ist der Preis für die optimale Chance einer Heilung von der Krebserkrankung. Frü-
he und chronische Strahlenfolgen an Normalgeweben sind, solange sie eine allgemein ak-
zeptierte Häufigkeit nicht überschreiten, notwendige Folge einer effektiven kurativen
Strahlentherapie (DÖRR et al. 2005).
2.3.3.1 Radiotherapie-Protokolle
Grundsätzlich findet die Strahlentherapie von soliden Malignomen als fraktionierte Bestrah-
lung in mehreren Bestrahlungssitzungen statt. In Bezug auf die Fraktionierungsprotokolle
unterscheidet man die konventionelle Bestrahlung, die Hyperfraktionierung, die akzelerierte
Fraktionierung, die akzelerierte Hyperfraktionierung und die Hypofraktionierung. In Tabelle 1
sind die wichtigsten Parameter der unterschiedlichen Bestrahlungsprotokolle im Vergleich
zur konventionellen Behandlung zusammengefasst.
Tab. 1: Bestrahlungsprotokolle (DÖRR et al. 1996a)
Fraktionierungs-
protokoll
Dosis pro
Fraktion [Gy]
Fraktionen
[Woche]
Wochendosis
[Gy]
Gesamt-
Dosis*
Gesamt-
Dauer*
Konventionell   1,8-2,0 5 9-10 1 1
Hyperfraktioniert 1-1,2 ↑ <12,0 ↑ =
Akzeleriert    1,8-2,0 ↑ >12,0 =/↓ ↓
Akzeleriert-
hyperfraktioniert 1-1,6 ↑ >12,0 =/↓ ↓
Hypofraktioniert        >3,0 variabel variabel ↓ ↓
* in Relation zur konventionell fraktionierten Bestrahlung
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Konventionelle Fraktionierung
Bei der konventionellen Fraktionierung wird an 5 Tagen in der Woche je eine Dosis von 1,8
bis 2,0 Gy verabreicht. Die Wochendosis beträgt somit 9 bis 10 Gy. Der Gesamtbehand-
lungszeitraum erstreckt sich über 6 bis 7 Wochen, so dass eine Gesamtdosis von 60-70 Gy
erreicht wird (DÖRR et al. 1996a, HERRMANN et al. 2006).
Hyperfraktionierung
Im Rahmen einer hyperfraktionierten Behandlung wird eine größere Anzahl kleinerer Frak-
tionen mit Dosen zwischen 1,0 und 1,2 Gy verabreicht. Die Gesamtbehandlungszeit und die
Gesamtdosis bleiben bei der reinen Hyperfraktionierung gegenüber der konventionellen
Fraktionierung unverändert (DÖRR et al. 1996a). Spät reagierende Normalgewebe werden
im Vergleich zum Tumor durch die Verringerung der Dosis pro Fraktion auf Grund der besse-
ren Erholungskapazität (siehe Kap. 2.8.2) bevorzugt geschont. Üblicherweise wird jedoch in
der klinischen Praxis die Gesamtdosis um 15-20% erhöht (DÖRR et al. 1996a). Randomi-
sierte Studien zur dosiserhöhten hyperfraktionierten Strahlentherapie bei Kopf-Hals-Tumoren
zeigen eine signifikante Erhöhung der lokoregionären Kontrolle im Vergleich zur konventio-
nellen Fraktionierung. Diesem Gewinn steht – auf Grund der Dosiserhöhung – eine stärker
ausgeprägte Reaktion der Schleimhäute gegenüber. Da die Mukositiden zu konsekutiven
Spätschäden führen können, war in einigen Studien (HORIOT et al. 1997) die Rate an
Spätfolgen in der Mundhöhle signifikant erhöht oder zumindest nicht soweit verringert, wie
dies auf Grund strahlenbiologischer Abschätzungen durch die reduzierte Fraktionsdosis zu
erwarten gewesen wäre.
Akzelerierte Fraktionierung
Unter der reinen akzelerierten Strahlentherapie versteht man die Behandlung mit konventio-
nellen Dosen pro Fraktion in einer verkürzten Gesamtbehandlungszeit, d.h. mit einer erhöh-
ten Dosis pro Woche. Dafür werden entweder mehrere Fraktionen pro Tag oder zusätzliche
Bestrahlungen am Wochenende appliziert. Das Ziel ist die Verminderung der strahlenindu-
zierten Regeneration („Repopulierung“) des Tumorgewebes. Bei allen akzelerierten Be-
strahlungsschemata ist die akute Schleimhauttoxizität signifikant erhöht, da hier die Möglich-
keit zur Repopulierung (siehe Kap. 2.8.3) ebenfalls vermindert wird. Bei sehr stark akzele-
rierten Behandlungskonzepten muss deshalb die Gesamtdosis gesenkt werden, um die
Strahlentoleranz der Schleimhäute nicht zu überschreiten.
Eine weitere Art der Akzelerierung ist die begleitende Boostbestrahlung (SCHMIDT-
ULLRICH u. MORRIS 2001, DÖRR et al. 1996a), bei der neben der konventionellen Be-
strahlung in den letzten 2-2,5 Behandlungswochen täglich eine zusätzliche Fraktion, meist
auf ein verkleinertes Volumen, appliziert wird.
Akzelerierte Hyperfraktionierung
Die Kombination aus akzelerierter und hyperfraktionierter Bestrahlung gewinnt zunehmend
an klinischer Bedeutung. Es sollen die Vorteile beider Therapiestrategien miteinander ver-
bunden werden: Die Dosis pro Fraktion ist gegenüber der konventionellen Bestrahlung ver-
ringert (1,0-1,6 Gy), um die Erholungseffekte bei chronisch reagierenden Normalgeweben zu
nutzen (siehe Kap. 2.8.2). Die wöchentliche Dosis ist für eine Verkürzung der Gesamtbe-
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handlungszeit erhöht, um Repopulierungsprozessen im Tumor entgegenzuwirken. Täglich
werden zwei bis drei Fraktionen verabreicht, wodurch die Gesamtbehandlungszeit auf deut-
lich unter 7 Wochen verkürzt wird.
Der Abstand zwischen den Fraktionen sollte mindestens 6 Stunden betragen, um die voll-
ständige Erholung in den Normalgeweben zu gewährleisten (siehe Kap. 2.8.2). Um die frü-
hen Nebenwirkungen in tolerablen Grenzen zu halten, wird die Gesamtdosis in der Regel
verringert.
Es gibt verschiedene Bestrahlungsschemata: Eine einfache Möglichkeit ist die Behandlung
an sechs statt 5 Tagen pro Woche mit 2 Gy/Fraktion (SCHMIDT-ULLRICH u. MORRIS
2001). Häufiger wird eine zweimalige Behandlung pro Tag mit 1,2 bis 1,6 Gy angewandt
(DÖRR et al. 1996a, SCHMIDT-ULLRICH u. MORRIS 2001). Bei einer akzelerierten hyper-
fraktionierten Boosttherapie wird nach einer Standardbehandlung mit 1,8 Gy pro Tag nach
etwa 2/3 der vorgesehenen Gesamtdosis eine akzelerierte hyperfraktionierte Bestrahlung mit
zwei täglichen Fraktionen von 1,6 Gy durchgeführt (SCHMIDT-ULLRICH u. MORRIS 2001).
Hypofraktionierung
Unter Hypofraktionierung versteht man die Applikation einer im Vergleich zu konventionellen
Protokollen verminderten Anzahl von Fraktionen mit Dosen von mehr als 2 Gy pro Fraktion.
Als kurative Therapie wird die Hypofraktionierung im „Manchester-Protokoll“ angewendet.
Dabei wird eine Fraktionsdosis von 3 Gy und eine Gesamtdosis von ca. 40-50 Gy appliziert.
Die Gesamtbehandlungszeit beträgt 3 Wochen (DÖRR et al. 1996a). Weiterhin findet die
Hypofraktionierung Anwendung im Rahmen von palliativen Maßnahmen, als präoperative
Bestrahlung sowie bei der Behandlung von Melanomen und in neueren Studien auch von
Prostatakarzinomen und Mammatumoren (DÖRR et al. 1996a, MOTT et al. 2004). Durch
eine Verringerung der Gesamtdosis wird den Nebenwirkungen entgegengewirkt.
Brachytherapie
Weitere Behandlungsmöglichkeiten von Tumoren der Mundhöhle, die auch in der Tiermedi-
zin Anwendung finden, sind die intrakavitäre und die interstitielle Strahlentherapie. Beide
Formen gehören zur Brachytherapie, bei der eine umschlossene radioaktive Quelle in un-
mittelbarer Nähe des Tumors positioniert wird. Im Gegensatz zur perkutanen Strahlenthera-
pie ist durch die Brachytherapie häufig eine bessere Schonung der Kieferknochen und der
Zähne möglich und die Gefahr der Ausbildung einer Osteoradionekrose wird verringert. Der
Grund dafür ist der starke Dosisabfall mit der Entfernung von der Quelle. Bei der intrakavitä-
ren Brachytherapie werden umschlossene Strahler in vorhandene oder künstliche (Operati-
on) Körperhöhlen eingebracht. Aus Strahlenschutzgründen wird das Nachladeverfahren (Af-
terloading) eingesetzt: Mittels Ultraschall-, MRT- oder CT-Kontrolle wird ein Applikator in das
Zielgebiet eingebracht. Anschließend wird die Quelle ferngesteuert mittels eines Drahtes in
den Applikator vorgeschoben. Dort wird sie gemäß dem Bestrahlungsplan zur optimalen Do-
sisverteilung für entsprechend lange Zeiten an verschiedenen Stellen positioniert und ab-
schließend wieder entfernt. So kann eine individuell angepasste Dosisverteilung erreicht
werden.
Im Rahmen der Brachytherapie von Kopf-Hals-Tumoren kommt zudem die interstitielle Im-
plantation von Quellen („Seeds“) zum Einsatz (ZIMMERMANN et al. 2003). Das interstitielle
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Verfahren wird vorwiegend bei Tumoren der Lippe, der Zunge und des Mundbodens einge-
setzt. Bei kleinen Tumoren kann es als alleinige Therapie eingesetzt werden, bei größeren
zur lokalen Dosisaufsättigung.
2.3.4 Strahlentherapie in der Veterinärmedizin
In der Veterinärmedizin gewinnt die Bestrahlung immer mehr an Bedeutung und wird auch
zunehmend von Tierbesitzern nachgefragt. Grundsätzlich gelten die Prinzipien der
Strahlentherapie aus der Humanmedizin. Die Behandlungsschemata sind jedoch noch un-
einheitlich (KASER-HOTZ 2001, 2005, NIEMAND u. SUTER 2001). Es muss die Zahl der
Narkosen und die Hospitalisationszeit bei den Behandlungsprotokollen beachtet werden.
Während in der Humanmedizin kurative Protokolle bei täglicher Bestrahlung über 6 bis 7
Wochen durchgeführt werden können, ist dies in der Tiermedizin kaum möglich. Es werden
häufig Protokolle angewandt, in denen 10-12 Fraktionen von 4 bis 5 Gy mit Gesamtdosen
zwischen 48 und 57 Gy verabreicht werden. Die Bestrahlungen finden in der Regel dreimal
pro Woche nach einem Montag Mittwoch Freitag-Schema statt. Mittlerweile wird jedoch auch
in der Veterinärmedizin versucht, an 5 Tagen in der Woche zu bestrahlen. Die Brachythera-
pie gewinnt ebenfalls zunehmend an Bedeutung.
Im Folgenden sollen beispielhaft Indikationen zur strahlentherapeutischen Behandlung mit
den entsprechenden Studienprotokollen vorgestellt werden, ohne dass Anspruch auf Voll-
ständigkeit erhoben wird. Anzumerken ist, dass es sich häufig um Anwendungsberichte ohne
entsprechende Kontrollgruppen handelt, so dass der Erfolg der Bestrahlung schwer einzu-
schätzen ist.
Mundhöhlentumoren der Katze
Eine Übersicht über die Strahlentherapie-Studien bei Mundhöhlentumoren der Katze gibt
Tabelle 2. Die oralen Plattenepithelkarzinome der Katze weisen generell eine ungünstige
Prognose auf. Katzen tolerieren zudem eine aggressiv ausgerichtete chirurgische Resektion
schlecht. In den meisten Fällen sind deswegen kurative Therapieansätze nicht indiziert
(KESSLER 2005, KLEITER 2006).
Die in Tabelle 2 aufgeführten Studien zeigen, dass die Kombination verschiedener Thera-
piemöglichkeiten, z.B. Chirurgie und Radiotherapie, zu den besten Therapieergebnissen
führt. Der Nachteil einer Operation ist jedoch, dass mit zunehmender Entfernung von Gewe-
be die Morbidität zunimmt. Grundsätzlich ist es schwierig, nach der Resektion des Primärtu-
mors eine Rekonstruktion durchzuführen (KESSLER 2005).
Die Studie von THEON et al. (1996) zeigt, dass das Rezidivrisiko bei Tumoren mit einer ho-
hen proliferativen Aktivität durch eine tägliche Bestrahlung, und damit einer kürzeren Ge-
samtbehandlungszeit, gesenkt werden kann. Die Strahlenfolgen bei täglicher Bestrahlung mit
3,3 Gy limitieren jedoch den Behandlungserfolg. Beim Einsatz von kleineren Fraktionen
könnte es zu einer Milderung der Nebenwirkungen kommen (siehe Kap. 2.8.2).
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Tab. 2: Übersicht zur Strahlentherapie von oralen Plattenepithelkarzinomen (PEK) und Melanomen bei Katzen (modifiziert nach DORSCH 2002)
Quelle Tumor-
Lokalisation/-art (n) Fälle
Gesamtdosis [Gy]/
Gesamtbehandlungs-
zeit
Fraktionierung
[F] Zusätzliche Therapien Ergebnisse*
EVANS et al.
1991
PEK: Wange (1), lingual/
sublingual (7), Maxilla/
Mandibula (3)
11 52/4 Wochen
(MMF)
12x4,3 Gy Etanidazol intratumoral Überlebenszeit: 116 d
(19-389 d)
HUTSON et
al. 1992
PEK: Mandibula (7) 7 43/5 Wochen
(DF)
10x4,3 Gy Hemimandibul-, rostrale
Mandibulektomie
Überlebenszeit: 14 Monate
(3-36 Monate)
OGILVIE et al.
1993
PEK: Zunge (4), Maxilla/
Mandibula (7)
11 44-65/3 Wochen 10-15x4,4 Gy Mitoxantron (11) CR: 170 d (28-485 d)
POSTORINO
REEVES et
al. 1993
PEK: Gaumen (3), Man-
dibula/Maxilla (28),
Tonsillen (22)
45
(mit
OP 52)
40-48/3-4 Wochen
(MMF)
10-12x4 Gy, Chemotherapie (11)
lokale Hyperthermie (10)
Überlebenszeit:
alle Katzen: 3,2 Monate
OP: 1,5 / RT: 3 Monate
RT + CT: 2,5 Monate
RT + HAT: 2,5 Monate
THEON et al.
1996
PEK: Gingiva (19),
Sublingual (13),
Gaumen (3)
35 Gruppe 1: (MMF)
48/2,5 Wochen
Gruppe 2: (täglich)
50-60/3-4 Wochen
Gruppe 1:
10x4 Gy
Gruppe 2:
15-18x3,3 Gy
k.A. abhängig von PF:
Rezidivrisiko für Gruppe 1
PF>34%: 2,3fach erhöht
PF<34%: 1,4fach erhöht
BREGAZZI et
al. 2001
PEK: Manibula (6),
Frenulum (1)
7 palliativ
24/d 0, 7, 21
3x8 Gy Mitoxantron (1)
Piroxicam (3)
Überlebenszeit: 60 d
(42-97 d)
FIDEL et al.
2007
PEK 9 49/9 d, 2x täglich aller
6 Stunden
14x3,5 Gy k.A. Überlebenszeit: 86±110 d
inkomplett**(6): 60±7 d
komplett**(3): 298±187 d
FARRELLY et
al. 2004
Melanom 5 24/d 0, 7, 21
oder 0, 7, 13
3x8 Gy zusätzliche RT (1)
Chemotherapie (2)
Überlebenszeit: 146 d
(66-224 d)
CR = complete remission; d = Tage, D, F = Dienstag und Freitag; HT = lokale Hyperthermie; k.A. = keine Angaben aus der Literatur; MMF = Montag-Mittwoch-
Freitag; OP = Operation; PF = proliferativer Faktor; F = Fraktion, CT = Chemotherapie
bei Überlebenszeiten und Remission Angabe des Medians, Spanne angegeben, sofern der Literaturstelle zu entnehmen, **Rückgang des Tumors
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Mundhöhlentumoren des Hundes
Eine Übersicht über die Strahlentherapie-Studien bei Mundhöhlentumoren des Hundes ge-
ben die Tabellen 3 und 4. Die Größe des Primärtumors, die lokale Tumorkontrolle und das
Vorhandensein von Fernmetastasen haben einen signifikanten Einfluss auf den Therapieer-
folg (DEWHIRST et al. 1985, THEON et al. 1997a). Bei ca. 50% der Patienten mit malignen
Melanomen ist die Ausbildung von Lungenmetastasen der Grund für eine Euthanasie
(BLACKWOOD et al. 1996). Die Langzeitprognose könnte mit geeigneten Chemotherapie-
protokollen zur systemischen Behandlung von Metastasen in Kombination mit lokaler Thera-
pie verbessert werden.
Die Radiotherapie bei tonsillären Plattenepithelkarzinomen ist nur als palliative Maßnahme
oder kurativ in Verbindung mit einer systemischen Chemotherapie zur lokalen Tumorkon-
trolle geeignet (BATEMAN et al. 1994b, BROOKS et al. 1988). Der Grund dafür ist, dass bei
Diagnosestellung solcher Tumoren schon zu 90% Metastasen vorhanden sind (TODOROFF
u. BRODEY 1979). MACMILLAN et al. (1982) kann nach Tonsillektomie und Radiotherapie
eine mittlere Überlebenszeit von 110 Tagen feststellen. Trotzdem hat die palliative Bestrah-
lung von Patienten mit Tumormetastasen eine wichtige Bedeutung als adjuvante lokale The-
rapie. Innerhalb kurzer Zeit erreicht BATEMAN et al. (1994b) eine Schmerzfreiheit bei den
Patienten.
Ein Vergleich der verschiedenen Studien über die Strahlentherapie von nicht-tonsillären
oralen Plattenepithelkarzinomen ist schwierig. Schon innerhalb kleiner Patientengruppen
werden große Dosisvariationen angewendet. Tumoren, die sich rostral in der Mundhöhle
befinden, haben allgemein eine bessere Prognose, als Tumoren im rostro-kaudalen und
kaudalen Bereich (EVANS u. SHOFER 1988).
Die Bewertung radiotherapeutischer Erfolge bei der Behandlung oraler Fibrosarkome ist
ebenfalls schwierig, da es sich auch hier ausschließlich um sehr kleine Patientengruppen mit
großen adjuvanten Therapievariationen und uneinheitlicher Lokalisation der Tumoren han-
delt (BREWER u. TURREL 1982, CIEKOT et al. 1994, THRALL 1981). Therapiekombinatio-
nen können den Behandlungserfolg von operativ schlecht zugänglichen Tumoren verbes-
sern. Orale Fibrosarkome haben eine deutlich schlechtere Prognose als Weichteilsarkome
anderer Lokalisationen. Im Vergleich zu einer medianen Überlebenszeit von 6,2 Jahren
überleben Patienten nach postoperativer Bestrahlung im Mundbereich durchschnittlich nur
1,5 Jahre (FORREST et al. 2000).
Die aufgeführten Studien von THEON et al. (1997b) und THRALL (1984) belegen, dass die
Bestrahlung von akanthomatösen Epuliden eine sehr effektive Behandlungsmethode ist. Bei
Hunden mit weit kaudal in der Mundhöhle gelegenen Tumoren, die schlecht zu resezieren
sind, verspricht die Radiotherapie sehr gute Erfolge. Die Kombination aus chirurgischer Exzi-
sion und Bestrahlung hat kurative Chancen (WHITE 1991).
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Tab. 3: Strahlentherapie kaniner Mundhöhlentumoren (modifiziert nach DORSCH 2002)
Quelle Tumor-Lokalisation/-art (n) Fälle
Gesamtdosis [Gy]/
Gesamtbehandlungs-
zeit
Fraktionierung
[F]
Zusätzliche
Therapien Ergebnisse*
BREWER u.
TURREL 1982
FSA : Gaumen, Maxilla 6 32-48/2,7-4 Wochen
(MMF)
8-12x4 Gy HT (6) Überlebenszeit: 38-790 d
CIEKOT
et al. 1994
FSA: Maxilla, Mandibula 14 40-54/3-5 Wochen
MMF oder 5mal/Woche
10-15x3,3-4 Gy lokale HT (3),
OP (2), CT (2),
OP + CT (2)
Überlebenszeit: 30-641 d
FORREST
et al. 2000
FSA 7 42-57 Gy 10-19x3-4,2 Gy OP (unvollstän-
dig)
Überlebenszeit**: 549 d
POIRIER
et al. 2006
FSA 31 kurativ (20): 52,5 Gy
palliativ (11): 24 + 30 Gy
k.A.
3x8 Gy, 5x6 Gy
keine Überlebenszeit:
kurativ 331 d
palliativ 310 d
SIMON
et al. 2007
FSA 39 51/17 d 17x3 Gy OP, Doxorubicin Rezidive: nach 213 d
Metastasen: nach 276 d
THRALL
1981
FSA: Gingiva (17),
Gaumen (1)
17 40-54,5/3-3,5 Wochen
(MMF)
10x4,0-5,5 Gy OP (3) Überlebenszeit: 122 d
(0-732 d)
BROOKS et al.
1988
tonsilläres PEK 6 45-50/5,5 Wochen
2mal/Woche
10-11x4,5 Gy OP + CT Überlebenszeit: 270 d
(90-665 d)
MACMILLAN et
al. 1982
tonsilläres PEK 8 35-42/3,3 Wochen
(MMF)
10x3,5-4,2 Gy Tonsillektomie
(8)
Überlebenszeit: 110 d
(44-631 d)
EVANS u.
SHOFER 1988
PEK: Maxilla (16),
Mandibula (8), Zunge
(5), Andere (4)
33 GD>38,5 Gy (24)
GD<38,5 Gy (9)
k.A. keine Überlebenszeit**
rostral:16/kaudal:12Monate
rostral + kaudal: 1,5 Monate
LADUE
MILLER et al.
1996
PEK: Maxilla (6),
Mandibula (6), Zunge
(1), Gaumen (1)
14 48 oder 57 Gy 12-19x3-4 Gy HT(1), HT+CT(1)
systemische HT
+ CT (1), CT (1)
Überlebenszeit: 450 d
(MW 755±146 d)
BATEMAN
et al. 1994a
maligne Melanome 18 24/d 0, 7, 21 3x8 Gy k.A. CR: 9/18 PR: 5/18 Hunden
5/18 nach 275-580 d noch
am Leben
BLACKWOOD
u. DOBSON
1996
maligne Melanome 36 36/d 0, 7, 14, 21 4x9 Gy k.A. Überlebenszeit:
CR: 259 d (35-1491 d)
PR: 140 Tage (70-266 d)
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Tab. 4: Fortsetzung Strahlentherapie kaniner Mundhöhlentumoren
Quelle Tumor-Lokalisation/-art (n) Fälle
Gesamtdosis [Gy]/
Gesamtbehandlungs-
zeit
Fraktionierung
[F]
Zusätzliche
Therapien Ergebnisse*
DEWHIRST
et al. 1985
maligne Melanome 29 36/4 Wochen
2mal/Woche
8x4,5 Gy RT + lokale HT
(17)
RT: CR 2/12, PR 10/12
RT + HT: CR 12/17, PR 3/17
FREEMAN
et al. 2003
maligne Melanome 39 36/6 Wochen
1mal/Woche
6x6 Gy OP (unvollstän-
dig)
Cisplatin,
Carboplatin
Überlebenszeit: 363 d
lokale Rezidive bei 15%
nach 139 d
Metastasen bei 51%
nach 311 d
KING
et al. 1999
maligne Melanome 69 36/6 Wochen
1mal/Woche
6x6 Gy Cisplatin (69)
Operation (50)
Überlebenszeit
CT + OP + RT: 273 d
(52-2163 d)
CT + RT: 140 d (46-946 d)
PROULX
et al. 2003
maligne Melanome 140 36 Gy
30 Gy
>45 Gy
4x9 Gy
3x10 Gy
12-19x2-4 Gy
CT Überlebenszeit: 7 Monate
(6-9 Monate)
THEON
et al. 1997b
akanthomatöse Epuliti-
den
39 48/4 Wochen
(MMF)
12x4 Gy keine PFS-Rate nach 3 Jahren:
80%
THRALL
1984
akanthomatöse Epuliti-
den
39 20-70/1-7 Wochen
(MMF)
4-21x3,4-5 Gy keine CR: 27/39 Überlebenszeit
1129 d (30-3111 d)
Überlebensrate (1 Jahr) 85%
GILLETTE
et al. 1987
orale Karzinome 38 RT + HT: 25-45 Gy
RT: 30-45 Gy
k.A. HT (17) TCD50 :
RT 38 Gy; RT + HT 33 Gy
THEON
et al. 1997a
maligne Melanome (38)
PEK (39), FSA (28)
105 48/3 Woche
(MMF)
12x4 Gy k.A. PFS-Raten nach 1 Jahr/3
Jahren: PEK: 88,9/55,0%,
FSA: 76,2/39,8%
maligne Melanome:
36,4/20,2%
CR = complete remission; CT = Chemotherapie; d = Tage; DFI = disease free intervall; F = Fraktion; FSA = Fibrosarkom; GD = Gesamtdosis; HT = lokale Hyper-
thermie; k.A. = keine Angaben aus der Literatur; MMF = Montag-Mittwoch-Freitag; MW = Mittelwert; (n) = Anzahl der Tumoren eines histologischen Typs oder Sta-
diums; OP = Operation; PEK = Plattenepithelkarzinom; PFS = progression free survival; PR = partielle Remission; RT = Radiotherapie; TCD50 = Bestrahlungsdosis,
bei der die Wahrscheinlichkeit für eine lokale Tumorkontrolle nach 1 Jahr 50% ist, * Angabe des Medians und der Spanne, ** Spanne aus Literatur nicht ersichtlich
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2.4 Allgemeine Pathogenese der Strahlenreaktion von Normalgeweben
Frühe (akute) Strahlenreaktionen treten während oder in den ersten Wochen nach der Be-
strahlung, definitionsgemäß innerhalb der ersten 90 Tage nach Beginn der Therapie, auf
(DÖRR et al. 2005, HERRMANN et al. 2006). In der Regel kommen diese in rasch proliferie-
renden Geweben oder Gewebeanteilen vor. Dazu zählen z.B. die Epidermis, die Schleim-
haut des oberen und unteren Gastrointestinaltraktes und das Knochenmark. Bei solchen
Mauser- bzw. Umsatzgeweben beruht die Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase auf
einer ständigen Zellerneuerung (POTTEN u. HENDRY 1983). In Epithelien besteht ein
Gleichgewicht zwischen der permanenten Abschilferung oberflächlicher Schichten durch
mechanische Beanspruchung bzw. chemischen Stress, und der Zellproduktion in der Germi-
nativschicht. Die Bestrahlung führt zu einer Beeinträchtigung der Zellneubildung. Der Zell-
verlust an der Oberfläche bleibt aber unbeeinträchtigt. So kommt es zu einer Verminderung
der Zahl an funktionellen Zellen (Hypoplasie). Abhängig von der Dosis kann diese Reduktion
in Epithelien bis zu einer vollständigen Denudation führen.
Die Frühreaktionen heilen meist vollständig aus (DÖRR et al. 2005). Neben der Mukositis
der Mundschleimhaut, welche in Kapitel 2.5 gesondert behandelt wird, gehören zu den wich-
tigsten frühen Strahlenreaktionen im Kopf-Hals-Bereich die Strahlenreaktion der Epidermis
und Geschmacksalterationen (DÖRR et al. 2008, 2005). Die bereits früh beginnende radio-
gene Mundtrockenheit (Xerostomie) hat eine abweichende pathogenetische Grundlage
(DÖRR et al. 2008).
Späte (chronische) Strahlenschäden treten Monate bis viele Jahre nach der Behandlung auf.
Die Pathogenese chronischer Strahlenfolgen ist weitaus komplexer, als diejenige der frühen.
Es kommt zu pathologischen Veränderungen am Gefäßbindegewebe, die zu dem Leitsym-
ptom der Atrophie führen. Die genauen (molekularen) Mechanismen sind bis heute nur un-
vollständig geklärt. In der Gesamtheit führen die Veränderungen zu einem Funktionsverlust
des betroffenen Gewebes bzw. Organs (DÖRR et al. 2005, HERRMANN et al. 2006). Zu den
wichtigsten chronischen Strahleneffekten im Kopf-Hals-Bereich zählen Mundtrockenheit
(Radioxerostomie), Strahlenkaries, Osteoradionekrose, Geschmacksverlust (Dys- bzw.
Ageusie), Schleimhautatrophie, –ulzeration, –fibrose und Trismus (DÖRR et al. 2008).
In der Mundhöhle treten Interaktionen zwischen den frühen und den chronischen Strahlen-
folgen auf, im Sinne von konsekutiven Späteffekten (DÖRR u. HENDRY 2001). Im Rahmen
der frühen Strahlenreaktion wird die Schutz- bzw. Barrierefunktion des Epithels beeinträch-
tigt, so dass an den Zielstrukturen für die chronischen Strahleneffekte (Gefäße, Bindegewe-
be) zusätzlich zum eigentlichen Strahleninsult weitere chemische und mechanische Schad-
wirkungen möglich sind. Dies beeinflusst die Spätreaktion (DÖRR et al. 2005, DÖRR u.
HENDRY 2001, DÖRR u. HERRMANN 2003).
2.5 Radiogene Mucositis enoralis – Strahlenreaktion der Mundschleimhaut
2.5.1 Pathogenese und zeitlicher Verlauf
Eine Radio- bzw. Radiochemotherapie im Kopf-Hals-Bereich führt regelmäßig zur Ausbil-
dung einer schwerwiegenden Frühreaktion der Mundschleimhaut, der enoralen Mukositis.
Die Strahlenreaktion ist ein komplexes Geschehen, welches aus mehreren Komponenten
besteht: Gefäßreaktion, Epithelreaktion, eventuell Sekundärinfektion (Soor, Sepsis) und
Heilungsphase (DÖRR 2003b, DÖRR et al. 2005, DÖRR et al. 2007). Unter konventionell
LITERATURÜBERBLICK – Radiogene Mucositis enoralis - Strahlenreaktion der Mundschleimhaut
16
fraktionierter Bestrahlung beginnt die Reaktion in der zweiten Woche. Es kommt zu Rötung
und Schwellung im bestrahlten Areal (Gefäßreaktion). In der zweiten bis dritten Behand-
lungswoche entwickelt sich eine disseminierte Mukositis mit fokalen Erosionen und Ulzera-
tionen (Epithelreaktion), die später in eine konfluente Form übergeht (DÖRR et al. 2005).
Die Mucositis enoralis wird heute als interaktiver Prozess aller Zellpopulationen, wie Epithel-
zellen, Fibroblasten, Endothelzellen der Kapillaren und auch Makrophagen, angesehen. In-
itiiert wird die Strahlenreaktion durch die strahleninduzierte Generierung von reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS), die direkt oder indirekt zu Schäden an der DNA führen (DÖRR et al.
2007). Innerhalb kurzer Zeit nach der Strahlenexposition wird in verschiedenen mesenchy-
malen Zellen, wie im Gefäßendothel, der Gefäßmedia und in Makrophagen die Expression
pro-inflammatorischer Zytokine induziert. Dabei handelt es sich unter anderem um Interleu-
kin-1α und Tumornekrosefaktor-α. Die Aktivität der induzierbaren Stickoxidsynthetase und
die Prostaglandinsynthese sind erhöht. Innerhalb weniger Stunden erfolgt u.a. die Erhöhung
der Expression des Epidermalen Wachstumsfaktors (EGF), seines Rezeptors (EGFR) und
des interzellulären Adhäsionsmoleküls 1 (ICAM-1) (DÖRR u. HERRMANN 2003, SONIS et
al. 2004).
Die Bedeutung der frühen Gefäßveränderungen für die eigentliche epitheliale Strahlenreakti-
on der Mundschleimhaut ist noch unklar; Eine Interaktion ist jedoch anzunehmen (DÖRR u.
HERRMANN 2003). Die „Schadensverarbeitung“ ist Gegenstand aktueller Forschungspro-
jekte. Die regulativen Mechanismen leiten bereits früh auch die kompensatorische Regene-
rationsantwort der Schleimhaut („Repopulierung“) ein (DÖRR et al. 2007).
Die epitheliale Reaktion der Mundschleimhaut ist die klinisch wichtigste Phase, die durch
Zelldepletion zu Erosion und Ulzeration führt. Sie ist typisch für Umsatzgewebe, die den
ständigen Zellverlust durch eine permanente Zellproliferation kompensieren (siehe Kap. 2.4).
Diese Gewebe besitzen eine ausgeprägte proliferative Hierarchie, bestehend aus Stamm-
zellen, begrenzt teilungsfähigen Zellen (Transitzellen) und differenzierenden, postmitotischen
Zellen. Die dosisabhängige Sterilisation von teilungsfähigen (Stamm-)Zellen führt zur Beein-
trächtigung der Zellproduktion. Durch den Zellverlust, welcher über weite Dosisbereiche un-
abhängig vom Strahleninsult fortbesteht (DÖRR 1997a, DÖRR et al. 2007), nimmt die
Zellzahl progressiv ab. Bei entsprechend hohen Dosen entsteht eine vollständige Depletion
(Ulzeration). Die Latenzzeit bis zum Auftreten des Strahlenulkus entspricht – bei vollständi-
ger Blockade der Zellteilung – mindestens der Zeit zwischen Bildung und Verlust an der
Oberfläche (Umsatzzeit). Diese beträgt bei der Maus etwa 5 Tage (DÖRR 1997a, DÖRR
2003b, DÖRR et al. 1993, DÖRR u. KUMMERMEHR 1990) und ist damit mit der Umsatzzeit
beim Menschen (DÖRR et al. 1995) vergleichbar. Eine Verlängerung der Latenzzeit über die
Transitzeit hinaus entsteht durch die Restproliferation („abortive Teilungen“) geschädigter
Zellen. Die durchschnittliche Latenzzeit bis zur Ulzeration bei der Maus beträgt nach Einzeit-
bestrahlung ca. 11 Tage (DÖRR 2003b). Beim Menschen liegt die durchschnittliche Latenz-
zeit für Ulzerationen der Mundschleimhaut bei 9 Tagen nach Erreichen einer Dosis von 20
Gy (DÖRR 2003a).
2.5.2 Klinische Bedeutung der Mucositis enoralis
Bei der Strahlentherapie von Kopf-Hals-Tumoren ist die Mundschleimhaut einer der dosisli-
mitierenden Faktoren (DÖRR 1997a, DÖRR et al. 2005, DÖRR et al. 2007, SONIS et al.
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2004). Die Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich verursacht bei praktisch allen Patienten eine
Mukositis unterschiedlichen Grades. Sie beeinträchtigt signifikant den Allgemeinzustand und
die Lebensqualität der Patienten (ARMSTRONG u. McCAFFREY 2006, TROTTI et al. 2003).
Wegen der schmerzhaften Reaktion der Mundschleimhaut, die den Patienten am Kauen und
Schlucken hindert, muss die Bestrahlung oft für 2-4 Wochen zur Ausheilung unterbrochen
werden (DÖRR 2003a, TROTTI et al. 2003). Häufig kommt es zu einem signifikanten Ge-
wichtsverlust. In einer ausführlichen Studie von HERRMANN et al. (1994) wird festgestellt,
dass die orale Mukositis in 86% aller Fälle die Ursache einer Behandlungspause ist.
Bei Kopf-Hals-Tumoren sinkt die Heilungsrate mit zunehmender Gesamtbehandlungszeit
(FOWLER u. LINDSTRÖM 1992, FU et al. 2000, HERRMANN u. BAUMANN 2005,
OVERGAARD et al. 2003). Der Grund dafür sind in den Therapiepausen ungestört ablaufen-
de Proliferationsprozesse der klonogenen Tumorzellen. Zudem beeinflusst das Ausmaß der
Frühreaktion im Sinne konsekutiver Spätfolgen auch die Entstehung von Nekrosen, chroni-
scher Ulzera, Ödeme und Fibrosen (DÖRR u. HENDRY 2001, MACIEJEWSKI et al. 1990).
Nicht nur die klinischen sondern auch die sozio-ökonomischen Aspekte der radiogenen Mu-
kositis sind von Bedeutung (ELTING et al. 2007). Die Kosten pro Mukositispatient betragen
in einer Analyse aus den USA durchschnittlich 3000-4000 $ (in einer Spanne von 1700-6000
$ in Abhängigkeit vom Schweregrad der Mukositis). Diese Werte lassen sich nicht direkt auf
das deutsche Gesundheitswesen übertragen, jedoch muss eine vergleichbare Größenord-
nung angenommen werden. Vorbeugende Maßnahmen zur Einschränkung der Mukositis
sind deshalb unbedingt notwendig (ELTING et al. 2007).
2.5.3 Dokumentation
Zurzeit existieren eine Reihe von international anerkannten Systemen zur Klassifizierung der
Nebenwirkungen der onkologischen Therapie (RIESENBECK u. DÖRR 1998). Dazu gehören
die Protokolle der RTOG/EORTC (Radiation Therapy and Oncology Group/European Orga-
nisation for Research and Treatment of Cancer), die CTC (Common Toxicity/Terminology
Criteria) des National Cancer Institutes (NCI) der USA, die Klassifikation der WHO (World
Health Organisation) und für Spätschäden das LENT-SOMA Schema. Spezifisch für die
Mundschleimhaut wurde der Oral Mucositis Assessment Scale (OMAS) entwickelt (SONIS et
al. 2004).
Das RTOG/EORTC-System ist besonders für den routinemäßigen Einsatz im klinischen All-
tag für die Strahlentherapie und Radiochemotherapie geeignet. Tabelle 5 zeigt die Doku-
mentation der akuten Strahlenreaktion der Mundschleimhaut.
Tab. 5: RTOG/EORTC-Klassifikation der akuten Nebenwirkungen an der Mundschleimhaut
(nach SEEGENSCHMIEDT 1998)
Grad Kriterium
0 keine Veränderung
1 „leicht“ mildes Erythem, geringe Schmerzen, keine Analgetika nötig
2 „deutlich“ fleckförmige, mäßig schmerzende Mukositis, Analgetika erforderlich
3 „ausgeprägt“ konfluierende Mukositis, starke Schmerzen, Narkotika erforderlich
4 „lebensbedrohlich“ Blutungen, Ulzeration, Nekrosen, ggf. parenterale Ernährung nötig
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MACIEJEWSKI et al. (1991) modifiziert das RTOG/EORTC-System unter Einbeziehung der
flächigen Ausdehnung der Mukositis. Dabei wird gleichzeitig die Sensitivität des Systems
geändert. Die fokale Mukositis wird von MACIEJEWSKI anstelle von Grad 2 mit Grad 3,0 bis
3,5 und die konfluente Mukositis anstelle von Grad 3 mit Grad 4,0 bis 4,5 eingestuft. Bei
Verwendung des jeweiligen RTOG/EORTC-Systems sollte deshalb stets die Quelle angege-
ben werden, um Verwechslungen zu vermeiden (RIESENBECK u. DÖRR 1998).
Weitere Klassifikationssysteme werden vom National Cancer Institute der USA in Form der
Common Toxicity/Terminology Criteria (CTC) (NCI 2006) oder der WHO (1979) erstellt. Bei-
de Systeme wurden ursprünglich zur Dokumentation der Nebenwirkungen einer Chemothe-
rapie entwickelt, wurden aber inzwischen so modifiziert, dass die Komplikationen der ge-
samten onkologischen Therapie erfasst werden können.
Tab. 6: Klassifikationssysteme der WHO und CTC für die orale Mukositis (NCI 2006, WHO
1979)
WHO CTC
Grad 0 keine Veränderungen keine Veränderungen
Grad 1 Entzündung, Rötung Entzündung, Erythem, schmerzlose Erosion
Grad 2 Erythem, Ulzeration, feste Nah-
rung möglich
stellenweise Erosionen/Pseudomembran, mo-
derate Schmerzen, feste Nahrung möglich
Grad 3 Ulzeration, nur flüssige Nah-
rungsaufnahme möglich
konfluente Ulzeration, starker Schmerz, Bedarf
flüssiger Kost und Analgetika
Grad 4 orale Ernährung nicht möglich Nekrosen, Spontanblutungen, orale Nahrungs-
aufnahme nicht möglich, lebensbedrohlich
Ein weiteres alternatives und detailliertes System entwickelte DISCHE (1988). Diese Klassi-
fikation wurde von RIESENBECK u. DÖRR 1998 veröffentlicht. Die Dokumentation beinhal-
tet nicht nur objektive morphologische Kriterien, sondern auch die subjektiven Empfindungen
der Patienten. DISCHE (1988) schlägt neben den obligaten Bewertungskriterien noch weite-
re fakultative Merkmale vor, die eine aussagekräftige Beurteilung ermöglichen. Diese Klassi-
fikation der enoralen Mukositis ist aufgrund der Detailgenauigkeit für spezielle klinische Stu-
dien zur oralen Mukositis geeignet.
Die OMAS-Klassifikation ist von einem Sachverständigenausschuss zur Bewertung der Mu-
kositis während Chemo- und Radiotherapie entwickelt worden (SONIS et al. 2004). Die
OMAS-Klassifikation ist aber im Grunde nur für die Chemotherapie geeignet, da verschiede-
ne Lokalisationen in der Mundhöhle beurteilt werden, unabhängig, ob sie bestrahlt wurden
oder nicht.
Das LENT-SOMA-System (LENT = Late Effects in Normal Tissue) erfaßt die Späteffekte an
Normalgeweben mit den sogenannten SOMA-Kriterien:
S – subjektive (patientenbezogene) Kriterien;
O – objektive (untersucherbezogene) Kriterien;
M – Maßnahmen zur Therapie der Nebenwirkungen;
A – weitergehende Analyse- bzw. Diagnoseverfahren.
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In der Klassifikation sind alle durch eine onkologische Therapie hervorgerufenen Späteffekte
dokumentiert. Diese Klassifikation ist auf Grund ihrer Detailgenauigkeit vor allem für klinische
Studien geeignet (SEEGENSCHMIEDT 1998, SEEGENSCHMIEDT u. ZIMMERMANN
2000).
2.6 Aufbau und proliferative Organisation der Mundschleimhaut
2.6.1 Allgemeine Anatomie der Mundhöhle und der Zunge
Die Mundhöhle, Cavum oris, wird apikal durch die Lippen (Labia oris), lateral durch die Ba-
cken (Vestibulum buccale), nach oben durch den harten Gaumen (Palatum durum) und nach
unten durch den Mundhöhlenboden begrenzt. Nach kaudal besteht eine offene Verbindung
zur Rachenhöhle. Durch die Zahnbögen des Unter- und Oberkiefers entsteht eine räumliche
Teilung der Mundhöhle in das Vestibulum oris (Mundhöhlenvorhof) und das Cavum oris pro-
rium (eigentliche Mundhöhle). Ausgekleidet wird das Cavum oris durch ein mehrschichtiges
Plattenepithel, welches auf der Lamina propria, bestehend aus relativ straffem Bindegewebe,
aufliegt. Die Zunge (lingua) liegt als muskulöse Platte am Boden der Mundhöhle.
2.6.2 Anatomie der Zunge
Die Zunge wird anatomisch in drei Abschnitte eingeteilt: Zungenspitze (Apex linguae), Zun-
genkörper (Corpus linguae) und Zungenwurzel (Radix linguae). Die Zunge wird durch eine
mediane Längsfurche, den Sulcus medianae linguae, geteilt. Am Mundhöhlenboden ist sie
durch das Zungenbändchen (Frenulum linguae) befestigt. Der Zungenrücken (Dorsum lin-
guae) besitzt eine Vielzahl von Geschmacks- und mechanisch wirksamen Papillen (Papillae
linguae) im Epithel. Diese finden sich ebenfalls an der Zungenspitze und an den seitlichen
Zungenrändern (NICKEL et al. 1995). Die kegel- oder fadenförmigen Papillae filiformes, wel-
che fast im gesamten Zungenrücken zu finden sind, besitzen eine mechanische Funktion.
Beim Hund sind sie eher weich und nehmen rachenwärts an Größe zu. Bei der Katze sind es
stark verhornte, rachenwärts gerichtete Hornzähnchen, die wie eine feine Drahtbürste fun-
gieren und zur Flüssigkeitsaufnahme, dem ‚Abraspeln‘ von Fleischresten von Knochen und
dem Säubern des Haarkleides dienen (NICKEL et al. 1995). Die pilzförmigen Papillae fungi-
formes sind gleichmäßig über die Oberfläche von Zungenspitze und –rücken verteilt und mit
besonders großen Geschmacksknospen ausgestattet. Meist nur wenige Papillae vallatae
findet man am Übergang vom Zungenkörper zum Zungengrund. Im ringförmigen Spalt jeder
Papilla vallata sind Geschmacksknospen enthalten, die sich in ihrer Anzahl tierartlich unter-
scheiden. An den Seitenrändern im Bereich des Zungengrundes liegen die Papillae foliata,
die beim Hund undeutlich und bei der Katze noch schwächer ausgebildet sind.
Im Rahmen dieser Arbeit wird das papillenfreie Epithel der Zungenunterseite der Maus zur
Bestrahlung und histologischen Untersuchung genutzt. Dies wird deshalb im Weiteren näher
charakterisiert.
2.6.3 Histologie des Epithels der Zungenunterseite der Maus
Die Schleimhaut der Zungenunterseite der Maus wird von einem mehrschichtigen verhor-
nenden Plattenepithel gedeckt. In Abbildung 1 ist der histologische Aufbau dargestellt. Die
Submukosa, die der quergestreiften Zungenmuskulatur aufliegt, wird durch die Basalmem-
bran vom Epithel abgegrenzt. Auf der epithelialen Seite der Basalmembran befinden sich
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prismatische Zellen, die das Stratum basale (Basalzellschicht) bilden. Daran schließt sich
das Stratum spinosum an, bestehend aus polyedrischen, zur Oberfläche hin flacher werden-
den Zellen. Diese Schicht wird als Stachelzellschicht bezeichnet, da die Zellen üblicherweise
eine große Anzahl von Interzellularbrücken (Desmosomen) besitzen, die den Zellen bei der
Schrumpfung im Rahmen der Fixation im mikroskopischen Bild ein „stacheliges“ Aussehen
verleihen. Das Stratum basale und die tiefen Anteile des Stratum spinosum werden als
Stratum germinativum (Germinativschicht) zusammengefasst, in welchem die gesamte Zell-
produktion stattfindet (DÖRR 1987). Die darüber liegende Schicht ist das Stratum granulo-
sum (Granulosazellschicht). Sie stellt die äußerste kernhaltige Schicht dar. Die Granulosa-
zellen sind durch basophile keratohyalinhaltige Granula gekennzeichnet. Es handelt sich um
eine Schicht mit wenigen Zelllagen. Als funktionelle Schicht werden die nichtproliferativen
Anteile des Stratum spinosum und des Stratum granulosum mit ihren postmitotischen kern-
haltigen Zellen bezeichnet (DÖRR 1997a). Hier erfolgen die Differenzierung und die Migrati-
on der Zellen zur Epitheloberfläche. Die tiefe Epithelschicht, das Stratum profundum mit
kernhaltigen Zellen, besteht somit aus den Zellen der Basal-, Stachelzell- und Granulosazell-
schicht.
Das Stratum superficiale, bestehend aus kernlosen Zellkörpern, schließt das dünne, azido-
phile Stratum lucidum und das Stratum corneum ein. Im Stratum lucidum findet die Um-
wandlung des Keratohyalin in Eleidin statt. Eleidin wird im Stratum corneum in Keratin um-
gebaut. Die in Keratin umgewandelten Zellen bilden aus mehreren Lagen das Stratum cor-
neum. Die gesamte Schleimhaut, einschließlich der kernlosen Schichten, besitzt bei der
Maus (Stamm C3H/Neu) eine Dicke von ca. 100 µm (DÖRR 1997a).
Abb. 1: Histologischer Aufbau des mehrschichtigen verhornenden Plattenepithels der Zun-
genunterseite der Maus (Hämatoxylin-Eosin-Färbung)
1: Stratum corneum, 2: Stratum lucidum, 3: Stratum granulosum, 4: Stratum spinosum, 5:
Stratum basale
2.6.3.1 Proliferative Organisation der Zungenunterseite
Die Schleimhaut der Zungenunterseite gehört zu den Mauser- oder Umsatzgeweben. Cha-
rakteristisch ist die permanente Zellneubildung in der germinativen Schicht zum Ausgleich
des ständigen Zellverlustes an der Schleimhautoberfläche. Das exakte Gleichgewicht zwi-
schen der Zellproduktion in der Germinativschicht und dem Zellverlust (POTTEN u.
1
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4
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HENDRY 1983) wird durch Epithel-Stammzellen mit unbegrenzter Teilungsfähigkeit auf-
rechterhalten (DÖRR 1997a, DÖRR 2003b, DÖRR et al. 2005, HERRMANN et al. 2006).
Stammzellen teilen sich durchschnittlich in zwei verschiedene Tochterzellen (asymmetrische
Teilung): eine neue Stammzelle und eine in den Reifezyklus eintretende Tochterzelle (Tran-
sitzelle). Die Transitzelle kann noch eine begrenzte Zahl an Teilungen durchführen. Dadurch
kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Zellausbeute pro Stammzellteilung.
In der Mundschleimhaut gibt es keine zellulären Merkmale zur Identifizierung der Stammzel-
len (DÖRR et al. 2005, HERRMANN et al. 2006). Das Stammzellkonzept definiert demzufol-
ge die Stammzelle als funktionelle Einheit, welche das Epithel nach einer Schädigung resti-
tuieren kann. Die Stammzellen bestimmen durch ihre Anzahl und ihre intrinsische Strah-
lenempfindlichkeit die Gesamtempfindlichkeit eines Gewebes gegenüber Bestrahlung
(DÖRR u. HERRMANN 2003).
Für die Maus vom Stamm C3H/Neu liegt die durchschnittliche Zellzyklusdauer in der Germi-
nativschicht bei 3,6 Tagen. Die tägliche Zellproduktion beträgt ca. 85 Zellen/mm Epithellän-
ge, bei einer Gesamtzellzahl von 430 Zellen/mm Epithellänge (DÖRR 1997a).
Für die Schleimhaut des oberen Verdauungstraktes von Nagern wird ein ausgeprägter diur-
naler Proliferationsrhythmus der Zellneubildung beschrieben (DÖRR et al. 1994a, DÖRR u.
KUMMERMEHR 1991). Bestimmt wird dieser Rhythmus durch den Hell-Dunkel-Rhythmus
der Umgebung und die davon abhängige Nahrungsaufnahme. Der Substanzverlust an der
Epitheloberfläche bei der Nahrungsaufnahme ist der Stimulus für die Teilungsaktivität der
Zellen in der Germinativschicht und somit verantwortlich für die Steuerung der Zellproduktion
(DÖRR 1997a). In einer zellkinetischen Studie in C3H/Neu-Mäusen mittels Metaphasen-
Arrestmethode (DÖRR 1987, DÖRR u. KUMMERMEHR 1991) kann ein Mitosemaximum um
10.00 Uhr festgestellt werden. Die höchste DNA-Syntheseaktivität findet sich zwischen 2.00
und 4.00 Uhr (DÖRR 1987, DÖRR et al. 1994a).
Bei der Maus vom Stamm C3H/Neu befindet sich täglich eine Kohorte von 27% der Germi-
nativzellen bzw. 20% der Gesamtzellen in aktiver Proliferation. Die G1-Phase dauert dabei
durchschnittlich 2-3 Tage (DÖRR et al. 1994a, DÖRR u. KUMMERMEHR 1991).
Zellkinetische Studien von POTTEN et al. (2002) an BDF1-Mäusen zum zirkadianen Prolife-
rationsrhythmus zeigen, dass 20% der Basalzellen zwischen 12.00 und 15.00 Uhr mitotisch
aktiv sind. Zwischen 21.00 und 3.00 Uhr findet man dagegen keine Zellen, die sich in Mitose
befinden. Insgesamt führen 54% der Zellen pro Tag eine Zellteilung durch. Somit existieren
deutliche Unterschiede in der Proliferationsstruktur zwischen verschiedenen Mäusestämmen
(POTTEN et al. 2002).
Die Umsatzzeit des Epithels bei dem Stamm C3H/Neu beträgt 5 Tage (DÖRR et al. 1994a,
DÖRR et al. 1996, DÖRR u. KUMMERMEHR 1991, DÖRR u. WEBER-FRISCH 1995a,
1995b) und ist damit der Turnover-Zeit beim Menschen vergleichbar (DÖRR et al. 1995).
Dagegen beträgt beispielsweise die Umsatzzeit bei B6D2F1-Mäusen – welche von POTTEN
et al. (2002) eingesetzt werden – nur 3 Tage (DÖRR et al. 2002d).
KELLETT et al. (1989) kann nachweisen, dass der Grad der hierarchischen Gewebsstruktur,
d.h. die Anzahl von Subpopulationen proliferierender Zellen (Transitgenerationen) mit unter-
schiedlichen Zellzykluszeiten, stark abhängig ist vom Ausmaß der Undulation der Basal-
membran. Die Undulationen sind an den Papillen der Zungenoberseite sehr stark ausge-
prägt, am Zungenunterseitenepithel dagegen nicht oder kaum nachweisbar. Die gleichblei-
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bende Zellzykluszeit weist auf die fehlende proliferative Hierarchie hin, woraus geschlussfol-
gert wird, dass alle proliferierenden Zellen Stammzellen sind (DÖRR 1997a).
2.6.4 Besonderheiten der humanen Mundschleimhaut
Die Mundschleimhaut des Menschen trägt ebenfalls ein mehrschichtiges Plattenepithel, wel-
ches aber nur an mechanisch stark beanspruchten Bereichen der Mundhöhle, wie dem har-
ten Gaumen, ein Stratum corneum ausbildet. Die Zellzahl im Epithel und die absolute Zell-
produktion variieren je nach Lokalisation in der Mundhöhle (DÖRR et al. 1995, DÖRR
1997a). In Bereichen mit hoher Zellzahl findet sich auch eine hohe Zellproduktion pro Län-
geneinheit Epithel. Die Umsatzzeit ist deshalb überall in der Mundhöhle gleich und beträgt
ca. 5,7 Tage (DÖRR et al. 2002e), vergleichbar mit dem Epithel der Zungenunterseite der
Maus.
Auch ein zirkadianer Proliferationsrhythmus kann im menschlichen Mundhöhlenepithel nach-
gewiesen werden. Immunhistochemische Untersuchungen zeigen ein Maximum an Zellen in
der späten G1-Phase gegen 11.00 Uhr. Cyclin-E exprimierende Zellen, die am Übergang der
G1- zur S-Phase vorkommen, findet man am häufigsten gegen 15.00 Uhr. Die für die G2-
Phase typischen Cyclin-A positiven Zellen sind gegen 16.00 Uhr zu finden. Somit liegt der
Zeitpunkt der maximalen S-Phasenaktivität in dieser Studie zwischen 11.00 und 16.00 Uhr.
Die maximale Mitoserate kann gegen 21.00 Uhr nachgewiesen werden (BJARNASON et al.
1999). In einer anderen Untersuchung wird durch Thymidinmarkierung ebenfalls ein 24-
Stunden-Rhythmus der DNA-synthetisierenden Zellen nachgewiesen (WARNAKULASURIYA
u. MACDONALD 1993). Das Maximum der DNA-Synthese findet sich hier jedoch gegen
22.00 Uhr und stimmt somit nicht mit der vorher erwähnten Studie überein. Ursachen könn-
ten die verschiedenen Techniken zur Zellzyklusbestimmung sein, oder auch interindividuelle
Unterschiede im Zeitverlauf des Zellzyklus durch ein unterschiedliches Schlafverhalten der
Probanden (BJARNASON et al. 1999).
2.7 Prophylaxe und Behandlung der Mucositis enoralis
Es gibt eine Vielzahl prophylaktischer und therapeutischer Maßnahmen zur Verminderung
früher radiogener Reaktionen der Mundschleimhaut. Bisher konnte jedoch kein anerkanntes
Konzept in der klinischen Routine etabliert werden (DÖRR et al. 2007, DÖRR et al. 2005,
DÖRR et al. 2008, RUBENSTEIN et al. 2004).
Zur periradiotherapeutischen Betreuung von Patienten mit Tumoren der Mundhöhle ist eine
Stellungnahme durch die Deutsche Gesellschaft für Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
(DGZMK), die Deutsche Gesellschaft für Radioonkologie (DEGRO) und die Deutsche Ge-
sellschaft für Zahnerhaltung (DGZ) erarbeitet worden (GRÖTZ et al. 2002, 2003). Zudem
finden sich Anleitungen zur Betreuung dieser Patienten in den Leitlinien zu supportiven
Maßnahmen in der Radioonkologie der DEGRO (FEYER et al. 2006). Weitere Leitlinien zur
Prophylaxe und Therapie der Haut- und Schleimhautreaktionen werden vom Arbeitskreis
Supportive Maßnahmen in der Onkologie (ASO) 2007 veröffentlicht (HARTMANN et al.
2007, HARTMANN et al. 2008). Für weitere, spezielle Maßnahmen zur Prophylaxe und The-
rapie der enoralen Mukositis sei auf aktuelle Arbeiten wie DÖRR et al. (2007, 2008),
EPSTEIN u. KLASSER (2006), KEEFE et al. (2007), NAPENAS et al. (2007), SCIUBBA u.
LITERATURÜBERBLICK – Prophylaxe und Behandlung der Mucositis enoralis
23
GOLDENBERG (2006) und STOKMAN et al. (2006) verwiesen. Im Folgenden werden die
allgemeinen Grundsätze kurz zusammengefasst.
Allgemeine Maßnahmen
Vor Beginn der Therapie muss der Patient im Aufklärungsgespräch motiviert werden, den
Konsum von Alkohol und Nikotin sowie von heißen und scharfen Speisen einzuschränken
(FEYER et al. 2006, HARTMANN et al. 2007, HERRMANN et al. 2002). Eine wichtige Rolle
spielt auch die wiederholte Anleitung zur Zahn- und Mundhygiene (DÖRR et al. 2008). Im
Rahmen der Beratung hat es sich bewährt, dem Patienten schriftliche Merkhilfen, z.B. zur
Mundpflege (HERRMANN et al. 2002) oder zur Xerostomie (DÖRR et al. 2004a) zur Verfü-
gung zu stellen, um die Inhalte langfristig verfügbar zu machen.
Zur Infektionsprophylaxe sollte vor Beginn der Therapie eine gründliche Sanierung der Zäh-
ne und anderer pathologischer Mundhöhlenbefunde erfolgen (GRÖTZ et al. 2002, 2003). Es
sollte auf eine optimale Reduktion des Bestrahlungsfeldes geachtet werden. Dentale Metall-
Legierungen führen bei Strahlenapplikation zu einer Dosiserhöhung an der anliegenden
Schleimhaut durch Sekundärstrahlung um bis zu 170% (DÖRR et al. 2007, DÖRR et al.
2008). Der Einsatz von Schleimhautretraktoren (Abstandhalter) kann die angrenzende Mu-
kosa schützen. Prothesen sollten während der Bestrahlungszeit und darüber hinaus nicht
getragen werden, um Druckstellen an der Schleimhaut zu vermeiden.
Die persönliche Betreuung durch den Radioonkologen und das Pflegepersonal kann zu einer
deutlichen Reduktion an schmerzstillenden Medikamenten führen (DÖRR et al. 2008).
Mundspülungen
Mundspülungen auf Kamillenbasis (Kamillosan®) unter Radiochemotherapie haben einen
antiinflammatorischen, antimikrobiellen und spasmolytischen Effekt. Jedoch kann eine vor-
handene Xerostomie verstärkt werden, weshalb Kamille nicht zu empfehlen ist. Als Alternati-
ve gilt die Verwendung von verdünntem Salbeisud (DÖRR 1997a, DÖRR et al. 2004a, 2007,
2008). Spülungen mit Wasser und physiologischer Kochsalzlösung sind den industriell gefer-
tigten Spülungen wie Bepanthen oder Polyvidon-Jod nicht unterlegen. Zusammengefasst
gilt, dass die zur Spülung verwendeten Inhaltsstoffe per se keinen ausgeprägten Effekt auf
Verlauf und Schweregrad der enoralen Mukositis haben. Wichtig sind dagegen die Häufig-
keit, Regelmäßigkeit und Intensität der Spülungen (DÖRR et al. 2005, 2005b, 2008).
Schmerzbehandlung
Strahlenfolgen in der Mundhöhle gehen bereits früh mit Schmerzen einher. Um die Konse-
quenzen für den Patienten, wie mangelnde Therapiecompliance, verminderte Nahrungsauf-
nahme etc. zu minimieren, ist deshalb eine effiziente Schmerztherapie, lokal und gegebe-
nenfalls auch systemisch, essentiell (DÖRR et al. 2007, 2008).
Antibiose
Zur Behandlung der relativ häufig auftretenden Candida albicans Infektion (Soorstomatitis)
hat sich die Gabe von Amphotericin B oder Nystatin als Lutschtablette oder Suspension be-
währt (GRÖTZ et al. 2003). Fluconazol steht alternativ zur oralen oder systemischen Be-
handlung zur Verfügung (DÖRR et al. 1997, DÖRR et al. 2008, NICOLATOU-GALITIS et al.
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2006). Die Kombination von Polymyxin B, Tobramycin und Amphotericin B eignen sich zur
selektiven Antibiose gegen die typischen, opportunistischen, gramnegativen Bakterien und
Pilze (VERDI 1993). Erst nach einer Bestimmung des Keim- und Resistenzspektrums, die
während der Therapie regelmäßig überprüft werden muss, sollte eine gezielte Antibiose
stattfinden (DÖRR et al. 1997, DÖRR et al. 2007).
Entzündungshemmung
Grundsätzlich können als entzündungshemmende Substanzen Steroide oder nichtsteroidale
Antiphlogistika eingesetzt werden. Zur Verwendung von Steroiden, die nicht nur die
Prostaglandinsynthese hemmen, sondern noch andere Entzündungsmechanismen beein-
flussen (Einfluss auf Kohlehydrat-, Protein- und Fettstoffwechsel), gibt es widersprüchliche
Aussagen. Aufgrund der Abhängigkeit der Steroidwirkung vom Schadensniveau und in An-
betracht der Nebenwirkungen kann der routinemäßige Einsatz in der Strahlentherapie nicht
empfohlen werden (WILKOWSKI u. ZIMMERMANN 2001, FEYER et al. 2006, HARTMANN
et al. 2008).
Zu den getesteten nichtsteroidalen Medikamenten gehört Benzydamin mit analgetischen,
anästhetischen, antiinflammatorischen und antiseptischen Eigenschaften. In verschiedenen
Studien kann eine Reduktion der Entzündungsreaktion und des Mukositisgrades festgestellt
werden (DÖRR et al. 2007). Die Anwendung von Benzydamin-Mundspüllösungen ist durch-
aus empfehlenswert (DÖRR et al. 1997), wobei jedoch die Compliance der Patienten wegen
des unangenehmen Geschmackes eingeschränkt ist.
Biologische Konditionierung
Bei der Kryotherapie wird Kälte durch Lutschen von Eistabletten appliziert, wobei Wasser
oder auch Salbeisud verwendet werden können. Es ist darauf zu achten, dass die Eiswürfel
nicht zu kalt oder scharfkantig sind. Die lokale Kühlung vor der Bestrahlung führt über eine
Vasokonstriktion zu einer temporären lokalen Hypoxie (DÖRR et al. 1997, 2007, 2008). An-
oxische Zellen sind deutlich strahlenresistenter als euoxische Zellen (Sauerstoffeffekt). Unter
Strahlentherapie kann deshalb eine schleimhautschützende Wirkung beobachtet werden.
Die Gefahr besteht in einer gleichsinnigen Beeinflussung oberflächlicher Tumoren. Eine ver-
gleichbare Wirkung entfalten Lokalanästhetika (DÖRR et al. 2007, 2008).
Ein weiterer Ansatz der biologischen Konditionierung ist die Stimulation der Proliferation in
der Schleimhaut bereits vor der Strahlentherapie. Dabei sollen Regenerationsprozesse (Re-
populierung, siehe Kap. 2.8.3) gefördert werden (DÖRR et al. 1997). Der normale Proliferati-
onsreiz im Schleimhautepithel besteht in der Ablation funktioneller Gewebsschichten im
Rahmen mechanischer und chemischer Beanspruchung der Oberfläche, z.B. bei der Nah-
rungsaufnahme. Zur biologischen Konditionierung steht die chemische Ablation mittels mil-
der Adstringenzien, wie z.B. Silbernitratlösung, zur Verfügung. Im Tiermodell kann eine deut-
liche Steigerung der Proliferation und damit auch eine signifikante Erhöhung der Toleranz
gegenüber fraktionierter Bestrahlung erzielt werden. Diese funktionelle Wirkung ist eindeutig
abhängig von der Dosisintensität, d.h. von der wöchentlichen Dosis (DÖRR u.
KUMMERMEHR 1992). Auch beim Menschen kann histologisch eine vergleichbare Steige-
rung der Zellproduktion durch eine Silbernitratbehandlung nachgewiesen werden (DÖRR et
al. 1995). Der schleimhautprotektive Effekt der Silbernitrat-Vorbehandlung besteht jedoch
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nur unter akzelerierter Strahlentherapie (MACIEJEWSKI et al. 1991), nicht unter konventio-
nell fraktionierter Bestrahlung (DÖRR et al. 1995).
Eine weitere Möglichkeit ist die Ablation oberflächlicher Schleimhautschichten mittels Laser-
behandlung (DÖRR et al. 2007, GENOT u. KLASTERSKY 2005). Ein schleimhautprotektiver
Effekt wird nachgewiesen. Die Methode ist aber technisch sehr aufwendig und abhängig von
der Erfahrung des Behandlers, so dass eine allgemeine Empfehlung derzeit nicht ausge-
sprochen werden kann (FEYER et al. 2006).
Wachstumsfaktoren
Eine weitere Möglichkeit zur Beeinflussung der Strahlenreaktion der Mundschleimhaut ist der
Einsatz von Wachstumsfaktoren. Voraussetzung für den Einsatz ist die selektive Wirkung.
Vor dem klinischen Einsatz muss deshalb abgeklärt werden, dass keine Stimulierung der
Tumorproliferation vorliegt.
Viel versprechend zur Prophylaxe und Therapie der oralen Mukositis sind die zahlreichen
Untersuchungen zum Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF), die in Kapitel 2.10 ausführlich
dargestellt sind. Zur Therapie der radiogenen oralen Mukositis steht die rekombinante hu-
mane Form von KGF (rHuKGF, Palifermin) zur Verfügung. Im Rahmen der konditionierenden
Behandlung vor Stammzelltransplantationen wird auf der Basis großer kontrollierter Studien
(SPIELBERGER et al. 2004) die Gabe von Palifermin empfohlen (VON BÜLTZINGSLÖWEN
et al. 2006). Für die Strahlentherapie von Kopf-Hals-Tumoren sind die Resultate erster klini-
scher (BRIZEL et al. 2001) sowie einer Vielzahl präklinischer Untersuchungen (DÖRR
2003a, DÖRR et al. 2005a, DÖRR et al. 2007, DÖRR et al. 2002a, DÖRR et al. 2008) viel
versprechend. Die positiven Ergebnisse einer randomisierten, placebo-kontrollierten Phase
III-Studie liegen als Kongressbeitrag vor (HENKE et al. 2008).
Sonstige
Der Radikalfänger Amifostin (WR2721) zeigt in Tierexperimenten ebenfalls eine Reduktion
der Mukositis, in starker Abhängigkeit vom Behandlungsprotokoll. Erfolgt die systemische
Behandlung mit Amifostin zu Beginn einer fraktionierten Bestrahlung, stellt sich ein muko-
protektiver Effekt ein. Zu einem späteren Zeitpunkt der Bestrahlung bleibt die Amifostin-Gabe
wirkungslos bzw. maskiert sogar den Effekt der frühen Applikation (FLEISCHER u. DÖRR
2006). Der Wirkmechanismus bleibt ungeklärt. Klinische Daten zum Einsatz von Amifostin
sind widersprüchlich (DÖRR et al. 2008). Für die Speicheldrüsen wird in mehreren klinischen
Studien eine schützende Wirkung nachgewiesen (BÜNTZEL et al. 1999, RUDAT et al. 2000,
TROTTI et al. 2003). Zu den Nebenwirkungen von Amifostin zählen schwerste Übelkeit mit
Erbrechen, Krämpfe, Senkung des systolischen Blutdruckes, Schüttelfrost und Bewusst-
seinstrübung. Die Anwendung sollte deshalb nur innerhalb von Studien erfolgen.
Eine neuere Untersuchung beschäftigt sich mit der mukoprotektiven Wirkung von Selen im
Tiermodell (GEHRISCH u. DÖRR 2007). Die Applikation von Natriumselenit erfolgt topisch
oder subkutan unter Einzeit- und fraktionierter Bestrahlung. Die Strahlentoleranz nimmt ge-
genüber täglich fraktionierter Bestrahlung bei Gabe in der ersten Woche signifikant zu. In der
zweiten Woche kann jedoch kein signifikanter Effekt mehr gefunden werden.
Aktuelle Studien beschäftigen sich mit der mukoprotektiven Wirkung einer Therapie mit
adulten Stammzellen (DÖRR et al. 2005c). Durch die Transplantation von Knochenmark
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oder die Mobilisierung körpereigener Stammzellen aus dem Knochenmark mittels des
Wachstumsfaktors G-CSF kann bei fraktionierter Bestrahlung eine deutliche Schleimhaut-
schonung erreicht werden (KUSCHEL et al. 2006).
2.8 Einflussfaktoren der Strahlenempfindlichkeit
Der Effekt einer Radiotherapie auf Normalgewebe und Tumoren wird durch vier Parameter
charakterisiert. WITHERS (1975) bezeichnet sie als die „4 R der Radiotherapie“. Dazu gehö-
ren:
1. Erholungsvorgänge subletaler Strahlenschäden (Recovery)
2. Repopulierung/Regeneration der Zellen während der Gesamtbehandlungszeit
3. Redistribution der Zellen innerhalb des Zellzyklus und
4. Reoxygenierung.
Ein weiterer Effekt ist die intrinsische Strahlenempfindlichkeit der Gewebe, die als fünftes „R“
(Radiosensitivität) eingeführt wird (STEEL 2002).
2.8.1 Intrinsische Strahlenempfindlichkeit
Stammzellkonzept
Die intrinsische Strahlenempfindlichkeit ist die genetisch determinierte Empfindlichkeit von
Zellen bzw. Geweben gegenüber ionisierender Bestrahlung (DÖRR 1997a, HERRMANN et
al. 2006). Stammzellen in Normalgeweben stellen im strahlenbiologischen Sinn diejenigen
Zellen dar, die nach einer Strahlenexposition die Zellpopulation und damit die Gewebestruk-
tur wiederherstellen können. Dieses Konzept definiert die Stammzelle als funktionelle Ein-
heit. Stammzellen sind durch ihre Anzahl und ihre intrinsische Strahlenempfindlichkeit ver-
antwortlich für die Strahlentoleranz eines Gewebes. Nach diesem Konzept besteht auch die
Möglichkeit, dass bei Bedarf Stammzellen aus frühen Stadien der Differenzierung rekrutiert
werden können (DÖRR 1997a). Dagegen haben andere Zellen, wie proliferierende Transit-
oder differenzierte Zellen keinen Einfluss auf die Strahlenempfindlichkeit. Eine direkte Identi-
fikation der Stammzelle nach strukturellen und morphologischen Eigenschaften ist derzeit –
zumindest in Epithelien – nicht möglich.
Klonogenes Zellüberleben
Ein Kriterium für das Überleben einer Stammzelle ist die Produktion einer unbegrenzten
Nachkommenschaft, d.h. ihre „Klonogenität“. Klonogene Zellen sind bei in-vitro Untersu-
chungen (Koloniebildungstest) üblicherweise als diejenigen Zellen definiert, die befähigt sind,
Kolonien mit mehr als 50 Tochterzellen zu bilden.
Die Dosisabhängigkeit des Zellüberlebens kann durch eine linear-quadratische Funktion
(Überlebensrate sf=exp[-(αd+βd²)]) beschrieben werden. Für die Einzeitbestrahlung resultiert
die halblogarithmische graphische Darstellung in einer typischen Schulterkurve (DÖRR et al.
2005d).
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Abb. 2: Klonogenes Zellüberleben. Diagramm modifiziert nach DÖRR et al. (2005d)
EB zeigt eine typische Schulterkurve nach Einzeitbestrahlung. FB stellt die Überlebenskurve
nach fraktionierter Bestrahlung dar.
Die Überlebensrate (surviving fraction, SF) der Zellen nach einer Bestrahlung mit 2 Gy, als
ein Maß für die intrinsische Strahlenempfindlichkeit, wird als SF2 bezeichnet. Die SF2-Werte
variieren für unterschiedliche Zellarten erheblich (HERRMANN et al. 2006). Ebenso dient die
D0 (mittlere Überlebensdosis, d.h. die Dosis, die im exponentiellen Teil einer Zellüberlebens-
kurve eine Überlebensrate von 37% bewirkt) zur Charakterisierung der zellulären Strah-
lenempfindlichkeit.
Solche Untersuchungen können an Zelllinien, aber auch an primären Zellen nach Zellverein-
zelung aus Organen oder Tumoren durchgeführt werden. Die Festigkeit der interzellularen
Kontakte der oralen Schleimhaut bedingt jedoch, dass die Zellvereinzelung nur durch sehr
aggressive Techniken möglich ist (DÖRR et al. 1994a). Möglicherweise kommt es dadurch
zu einer Selektion der gewonnenen Zellen.
Nach DÖRR (1997a) können durchschnittliche Werte von α=0,2 Gy-1 und β=0,02 Gy-2 als
repräsentativ zur Beschreibung der Strahlenempfindlichkeit von Keratinozyten angenommen
werden. Die durchschnittliche Überlebensrate bei 2 bzw. 3 Gy beträgt somit 62 bzw. 46%.
2.8.2 Erholungskapazität (Recovery)
Erholungsvorgänge bezeichnen die Fähigkeit von Zellen und Geweben, während fraktio-
nierter Bestrahlung einen Teil der applizierten Dosis zu kompensieren. Grundlage ist, dass
Bestrahlung zwei Arten von Schäden verursacht: primär zytoletale Schäden und sogenannte
subletale Schäden, die erst bei räumlicher und zeitlicher Interaktion miteinander zum Zelltod
führen. Letztere können durch Erholungsprozesse zwischen den Fraktionen beseitigt werden
und stehen dann bei der nächsten Fraktion für Interaktionen nicht mehr zur Verfügung.
Durch den Fraktionierungseffekt erhöht sich somit die Gesamtdosis, die zum Erreichen einer
bestimmten Abtötungsrate nötig ist. Der Überlebensgewinn ist dabei abhängig vom betrach-
teten Effekt (Überlebensrate) sowie von der zellartspezifischen Form der Überlebenskurve
als Ausdruck der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit. Zu den Einflussfaktoren gehören
weiterhin Strahlenart, Dosis pro Fraktion und das Zeitintervall zwischen den Fraktionen.
 FB
 EB
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Zur mathematischen Beschreibung des Fraktionierungseffektes dient das von THAMES u.
HENDRY (1987) beschriebene Linear-Quadratische Modell (LQ-Modell) des Zellüberlebens
in-vitro in Abhängigkeit von der Dosis (Formel siehe Kap. 2.8.1.2.). Der direkte zytoletale
Schaden (α-Schaden) steht in linearer Abhängigkeit von der Dosis d. Die Wahrscheinlichkeit
jedes einzelnen subletalen Schadens (β-Schaden) ist linear dosisabhängig, deshalb ist die
Wahrscheinlichkeit der zytoletalen Wirkung über Interaktion abhängig vom Quadrat der Do-
sis.
In-vivo ist der Fraktionierungseffekt durch eine Verschiebung der Dosis-Effekt-Kurve zu hö-
heren Dosen gekennzeichnet, entsprechend dem Anstieg der Dosis, die zum Erreichen ei-
nes bestimmten Effekts nötig ist. Hier erfolgt die Quantifizierung über den (gewebs- und
Endpunkt-spezifischen) α/β-Wert, mit der Einheit Gy. Sind die Werte für α/β hoch, entspricht
dies einem kleinen Fraktionierungseffekt. Mit durchschnittlich 10 Gy ist der α/β-Wert der
Mundschleimhaut relativ hoch (DÖRR et al. 2007, HERRMANN et al. 2006), der Fraktionie-
rungseffekt somit gering, aber dennoch signifikant nachweisbar (DÖRR et al. 1993, PABST
et al. 2004). Erholungsvorgänge beeinflussen somit die Strahlenempfindlichkeit der Mund-
schleimhaut, sind aber von untergeordneter Bedeutung.
Die Erholung folgt einer exponentiellen Kinetik und kann deshalb durch eine Halbwertzeit
beschrieben werden. Üblicherweise liegt die Halbwertzeit für Zellen in-vitro bei ca. 1 h. Für
die Mundschleimhaut der Maus liegt sie im Bereich von 45–60 min. Beim Menschen werden
signifikant längere Halbwertzeiten geschätzt (BENTZEN et al. 1996). Während somit der α/β-
Wert, d.h. die Erholungskapazität vom Tierexperiment auf die Klinik übertragbar ist, gilt dies
für die Halbwertzeiten, d.h. die Erholungskinetik nicht. Als Richtwert für die Praxis gilt, dass
die Erholung bei kurzen Intervallen unter 4–6 h unvollständig ist und der Bestrahlungseffekt
deshalb höher als auf der Basis vollständiger Erholung erwartet.
2.8.3 Repopulierung
Umsatzgewebe und Tumoren reagieren auf eine fraktionierte, zeitlich ausgedehnte
Strahlentherapie mit Regenerationsprozessen (Repopulierung); dieses Phänomen wird als
Zeitfaktor bezeichnet. Die Repopulierung ist ein wesentlicher Faktor der Strahlentoleranz an
der Mundschleimhaut. Sie schließt eine Beschleunigung der Stammzellteilungen (Akzelerati-
on), die Bildung von zwei Tochterstammzellen pro Stammzellteilung (symmetrische Stamm-
zellteilungen, Asymmetrieverlust) und auch eine begrenzte Teilungsaktivität letal bestrahlter
Zellen (abortive Teilungen) ein (DÖRR 1997b, 2003b). Als Auslöser werden die allgemeine
Zellzahlverminderung im Gewebe einerseits und die strahlenbedingte Abnahme der Stamm-
zellzahl andererseits angenommen.
Durch diese Repopulierungsvorgänge kommt es, zusätzlich zum Fraktionierungseffekt, zu
einer weiteren Erhöhung der isoeffektiven Dosen, wenn die Gesamtbehandlungszeit verlän-
gert wird. Die Repopulierungsvorgänge zeigen einen komplexen, nichtlinearen zeitlichen
Verlauf mit einer initialen Verzögerung, deren Länge dosisabhängig ist. Eine Verlängerung
der Gesamtbehandlungszeit oder das Einschieben einer Bestrahlungspause bietet eine zu-
sätzliche Möglichkeit zur Repopulierung und führt damit zu einer Reduktion von Frühneben-
wirkungen. Gleiches gilt jedoch auch für die Tumorheilungswahrscheinlichkeit, da Tumoren
ebenfalls ausgeprägte Repopulierung zeigen können. Die Rate an Nebenwirkungen in spät
reagierenden Geweben bleibt hingegen unverändert (Ausnahme: konsekutive Späteffekte).
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Zeitfaktor und Fraktionierungseffekt sind voneinander vollkommen unabhängig und müssen
getrennt betrachtet werden (DÖRR 1997a, DÖRR 1997b, DÖRR et al. 2005, DÖRR 2003b,
HERRMANN et al. 2006).
Die Repopulierungsleistung der Schleimhaut der Maus ist umso effektiver, je höher die Dosis
während der ersten Behandlungswoche(n) ist (DÖRR 2003b). Die Analyse klinischer Daten
beschreibt ebenfalls eine Steigerung der Repopulierungsleistung in Abhängigkeit von der
Dosisintensität (BENTZEN 2003). Bei der akzelerierten Hyperfraktionierung (CHART-
Protokoll) zeigt sich eine gegenüber der Erwartung signifikant geringe Ausbildung von
Strahleneffekten an der Mundschleimhaut.
2.8.4 Reoxygenierung
Die zelluläre Strahlenempfindlichkeit ist abhängig von der Sauerstoffkonzentration in den
Zellen. Gut mit Sauerstoff versorgte Zellen sind um bis zu einem Faktor drei strahlenemp-
findlicher als anoxische Zellen (HERRMANN et al. 2006). Im Tumorgewebe gibt es eine si-
gnifikante Fraktion hypoxischer Zellen. Unter Reoxygenierung versteht man die Verbesse-
rung der mangelnden Sauerstoffversorgung der Tumorzellen während der Bestrahlung
(STEEL 2002). Für die Strahlenreaktion von Normalgeweben haben Reoxygenierungspro-
zesse jedoch keine Bedeutung, da hier keine oder nur eine geringe und konstante Fraktion
hypoxischer Zellen vorliegt.
2.8.5 Redistribution
Die zelluläre Strahlenempfindlichkeit schwankt zwischen den Zellzyklusphasen
(HERRMANN et al. 2006). Die Sensitivität ist in der G2- und der Mitosephase am höchsten,
am geringsten in der späten G1- und der S-Phase (HERRMANN et al. 2006). Durch eine
Bestrahlung werden hauptsächlich Zellen in den radiosensitiven Zellzyklusphasen abgetötet.
Es bleibt ein relativ erhöhter Anteil von resistenten Zellen übrig. Eine reversible Blockade der
überlebenden Zellen am Übergang der G2- zur Mitosephase („G2- oder Mitoseblock“) führt
zur Synchronisation des nächsten Zellzyklus nach der Bestrahlung. Das Zurückverteilen die-
ser Zellen in die verschiedenen Zellzyklusphasen, aufgrund von (geringen) Unterschieden in
der Zellzyklusdauer, bezeichnet man als Redistribution (WITHERS 1972).
Der Einfluss von Zellzykluseffekten auf die Strahlenempfindlichkeit der Mundschleimhaut bei
einer fraktionierten Strahlentherapie ist aufgrund von strahlenbiologischen Untersuchungen
nicht auszuschließen (DÖRR et al. 1993). Da sie aber experimentell nur schwer zu erfassen
sind, liegen keine quantitativen Daten vor.
2.9 Tiermodelle zur Untersuchung der radiogenen Mucositis enoralis
Zur Untersuchung der radiogenen enoralen Mukositis wurden schon seit Mitte des vorigen
Jahrhunderts verschiedene Tiermodelle etabliert. Die ersten Untersuchungen zur Strahlen-
reaktion an Plattenepithelien finden an der Haut von Mäusen, Ratten und Schweinen statt.
Da sich aber Haut und Mundschleimhaut in wesentlichen Punkten bezüglich Anatomie, Phy-
siologie und proliferativen Eigenschaften unterscheiden, sind die Ergebnisse nur einge-
schränkt übertragbar.
Erstmals weisen GOEPP u. FITCH (1962) die Bedeutung der Strahlenreaktion der Mund-
schleimhaut bei Mäusen nach. Folgen einer Kopfbestrahlung sind frühe Strahlenveränderun-
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gen an der Schleimhaut mit daraus resultierender Beeinträchtigung der Futteraufnahme, die
ursächlich für die letale Wirkung der Bestrahlung sind. Histologische Untersuchungen von
QUASTLER et al. (1956) bestätigen die strahleninduzierten Veränderungen. Heute wird als
Tiermodell zur Untersuchung der strahleninduzierten Mukositis die orale Schleimhaut ver-
schiedener Labornager angewendet.
Schleimhaut der Hamster-Backentasche
Die Hamsterbackentasche als Modell der Mucositis enoralis etablieren SONIS et al. (1990)
für Untersuchungen zu chemotherapie-assoziierten Nebenwirkungen. Durch die Größe der
Backentasche steht ein großes Schleimhautareal für die Untersuchung zur Verfügung. Zum
Auslösen einer klinischen Mukositis ist es jedoch notwendig, die Schleimhaut mechanisch,
z.B. mit einem scharfen Löffel, zu irritieren. Dies scheint schwer zu standardisieren. Zur
Strahlenwirkung, speziell bei fraktionierten Protokollen, gibt es bisher nur wenige Untersu-
chungen, z.B. ARA et al. (2008).
Zungenschleimhaut der Ratte
Die Schleimhaut der Zungenunterseite der Ratte wird von DÖRR (1987) erstmals als Tier-
modell für strahlenbiologische Untersuchungen beschrieben. REZVANI u. ROSS (2003) be-
nutzen in ihren Versuchen ebenfalls die Zungenunterseite von Ratten. Es wird ein lokal be-
grenztes Feld der Zungenunterseite bestrahlt. Als klinischer Endpunkt wird die Ulzeration der
Schleimhaut definiert. Die Ratten zeigen bei höheren Dosen deutliche Auswirkungen auf das
Allgemeinbefinden mit einem Gewichtsverlust bis zu 30% (DÖRR 1987). Untersuchungen
mit fraktionierter Bestrahlung mit diesem Modell sind bisher nicht veröffentlicht worden.
Schleimhaut der Mäuselippe
Die Mäuselippe ist als spezifisches Modell für strahlenbiologische Untersuchungen an der
Mundschleimhaut eingeführt worden (ANG et al. 1985, PARKINS et al. 1983). Analysiert
werden lokale Veränderungen wie Erythem und denudative Läsionen als klinischer End-
punkt. Aufgrund der Anatomie der Lippe, die einen Haut-Schleimhaut-Übergang darstellt,
lassen sich die gewonnenen Ergebnisse jedoch nur beschränkt auf die alleinige Schleim-
hautreaktion übertragen. Bei den Untersuchungen an der Mäuselippe wird die gesamte
Schnauze bis zur Auslösung klinischer Symptome bestrahlt. Durch die frühen Strahlenreak-
tionen kommt es zur Beeinträchtigung der Nahrungsaufnahme, die zu einem massiven Ge-
wichtsverlust von bis zu 40% führt. Somit kann eine Beeinflussung der Schleimhautreaktion
durch die Mangelernährung nicht ausgeschlossen werden.
Zungenschleimhaut der Maus
Die Schleimhaut der Zungenunterseite der Maus als Tiermodell wird erstmals durch MOSES
u. KUMMERMEHR (1986) beschrieben. Diese Schleimhaut besitzt – wie auch die Schleim-
haut der Mäuselippe und der Rattenzunge – ein verhornendes Plattenepithel. Die humane
Schleimhaut besteht dagegen hauptsächlich aus unverhorntem Plattenepithel und ist nur an
mechanisch stark beanspruchten Regionen verhornt. Die Strahlenreaktion findet jedoch in
den proliferativen Anteilen der Schleimhaut statt und nicht im enddifferenzierten Komparti-
ment. Auch die zellkinetischen Parameter stimmen im Wesentlichen überein (DÖRR et al.
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1994b), so dass sich die Mundschleimhaut der Zungenunterseite der Maus gut für strahlen-
biologische Untersuchungen zur Mucositis enoralis eignet.
Der Nachteil der Bestrahlung der gesamten Zungenunterseite ist die Beeinträchtigung der
Futteraufnahme. Auch die wiederholte Manipulation an der Zunge bei fraktionierter Bestrah-
lung könnte die Ergebnisse verfälschen. Deshalb modifiziert DÖRR (1987) das Modell, in-
dem er die Bestrahlung und somit die klinische Reaktion auf ein 3x3 mm² großes Feld be-
grenzt. Die fraktionierte Bestrahlung findet als externe Schnauzenbestrahlung statt, bei der
die Narkose der Tiere entfällt. Die externe Schnauzenbestrahlung wiederum wird nur bis zu
einem subklinischen Schadensniveau durchgeführt, um Strahleneffekte im gesamten Gebiet
der Schnauze zu vermeiden. Abschließend erfolgt eine Testbestrahlung („Top-up“) des
Testfeldes auf der Zungenunterseite mit gestaffelten Dosen, durch die der subklinische
Schaden mit dosisabhängiger Inzidenz in eine klinisch manifeste Ulzeration überführt wird.
So kann die Resttoleranz des Gewebes bzw. das Ausmaß des subklinischen Schadens
durch die fraktionierte Bestrahlung quantifiziert werden. Durch die Begrenzung der Reaktion
auf das Testfeld kann der Gewichtsverlust der Tiere vollständig vermieden werden (DÖRR et
al. 1993, DÖRR u. KUMMERMEHR 1990).
2.10 Epidermaler Wachstumsfaktor – EGF
2.10.1 Struktur und physiologische Funktion
COHEN beschreibt 1962 ein aus der Unterkieferspeicheldrüse von männlichen Mäusen iso-
liertes Protein, welches das frühe Öffnen der Augenlider und die Dentition reguliert. Aufgrund
der Beteiligung an Reife- und Wachstumsprozessen in der Epidermis wird der Faktor als
epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) bezeichnet. EGF ist damit einer der ersten in der Lite-
ratur beschriebenen Wachstumsfaktoren.
EGF ist ein einzelkettiges saures Polypeptid, bestehend aus 53 Aminosäuren mit drei intra-
molekularen Disulfidbrücken, die für eine stabile tertiäre Struktur nötig sind. Die Disulfidbrü-
cken sind charakteristisch für EGF und verwandte Peptide (TGF-α) sowie wichtig für die bio-
logische Aktivität (BONNSTRA et al. 1995). Das Peptid ist nicht glykosiliert und sehr stabil.
2.10.2 EGF-Rezeptor
Normalgewebe
In der Epidermis wird der EGFR hauptsächlich in der proliferativen Zellschicht exprimiert
(CHEN et al. 1995, NANNEY et al. 1984). Der EGFR ist ein transmembranes Glycoprotein
mit etwa 170 kD. An der externen Domäne befinden sich zwei cystein-reiche Domänen, zwi-
schen denen die EGF-bindende Domäne lokalisiert ist. Eine Wasser abweisende Domäne
des EGFR überbrückt die Membran. An der internen Domäne des Rezeptors befindet sich
eine Region mit etwa 300 Aminosäuren, die wie die katalytische Domäne einer Proteinkinase
aufgebaut ist. Deshalb gehört der EGFR zur Klasse der Tyrosinkinase-Rezeptoren. Die C-
terminale Domäne besitzt bestimmte regulatorische Funktionen. Sie beinhaltet auch eine
Anzahl von Tyrosinresten, die der Rezeptor selbst phosphorylieren kann (BOONSTRA et al.
1995). Die autophosphorylierten Tyrosinreste sind an der Rezeptor-Substrat-Bindung betei-
ligt (BOONSTRA et al. 1995).
Zur EGFR-Gen-Familie gehören neben EGFR (c-erbB-1) noch ERB2 (c-erbB-2, HER2, he-
regulin), ERB3 (c-erbB-3, HER3) und ERB4 (HER4) (PLOWMAN 1993).
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Tumorgewebe
EGFR ist in einer Reihe solider Tumoren überexprimiert und geht mit einer höheren Strah-
lenresistenz von Tumoren (MILAS et al. 2004) und einer schlechteren Prognose nach einer
Strahlentherapie einher (Übersichten in BAUMANN u. KRAUSE (2004), MENDELSOHN u.
BASELGA (2003)). Eine hohe EGFR-Expression bei primären Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich ist ebenfalls mit einem signifikant verminderten krankheitsfreien Intervall
und verringerter Überlebensdauer verbunden (CHUNG et al. 2006, GRANDIS et al. 1998,
TEMAM et al. 2007). Eine Überexpression der verschiedenen EGFR (PLOWMAN et al.
1993, BOONSTRA et al. 1995) findet man für aggressive Tumoren der Brust, Blase, Lunge
und Magen (PRIGENT u. LEMOINE 1992, WIKSTRAND u. BIGNER 1998). Hohe Konzen-
trationen HER2 werden in Brust- und Ovarialkarzinomen mit schlechter klinischer Prognose
exprimiert (SLAMON et al. 1987). HER3 findet man in einer Anzahl von humanen Adenokar-
zinomen (KRAUS et al. 1989). HER4 wird hauptsächlich in verschiedenen Brustkrebs-
Zelllinien, aber auch in normalem Skelettmuskel, Herz und einigen Gehirnteilen gebildet
(PLOWMAN et al. 1993).
EGF-Rezeptor-Aktivierung
Die Aktivierung des Rezeptors über seine natürlichen Liganden (EGF, TGF-α), oder ligan-
denunabhängig, zum Beispiel durch Bestrahlung, führt nach einer Dimerisierung zweier
EGFR-Moleküle oder eines EGFR-Moleküls und eines weiteren Mitgliedes der ErbB-
Rezeptorfamilie zur Aktivierung unterschiedlicher intrazellulärer Signaltransduktionskaska-
den. Dadurch können neben der Proliferation der Zelle u.a. auch das Zellüberleben und die
Angiogenese gefördert werden (Übersichten in HERBST (2004), MARMOR et al. (2004)).
Neuere Daten sprechen für einen Zusammenhang zwischen der EGFR Signaltransduktion
und DNA-Reparaturprozessen (DITTMANN et al. 2005, TOULANY et al. 2006).
Nach der Aktivierung kommt es zu einer Translokation des Rezeptors von der Membran in
den Zellkern. Dort führt EGFR zu einer Stimulation der DNA-Reparatur und zu einer Erhö-
hung des Zellüberlebens (DITTMANN et al. 2007).
2.10.3 Möglichkeiten und Potential der EGFR-Inhibition
Eine medikamentöse Hemmung des EGFR ist mit extrazellulär bindenden, monoklonalen
anti-EGFR Antikörpern (mAb), oder mit membrangängigen Tyrosinkinase (TK)-Inhibitoren
möglich (MENDELSOHN u. BASELGA 2000). Einige dieser Substanzen sind bereits für den
klinischen Einsatz zugelassen. Als Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapeuti-
ka führen diese Substanzen zu einer Proliferationshemmung und z.T. auch zur Regression
bei verschiedenen soliden Tumoren (Übersichten in DANCEY (2004), MENDELSOHN u.
BASELGA (2003)).
Das primäre Ziel einer Kombination aus Strahlentherapie und EGFR-Inhibition ist nicht die
(temporäre) Proliferationshemmung, sondern die verstärkte Abtötung rezidivfähiger Tumor-
stammzellen (KRAUSE et al. 2006). Strahlenbiologische Mechanismen, die hierbei ausge-
nutzt werden können, sind unter anderem eine Hemmung der Reparatur strahleninduzierter
DNA-Schäden, eine zelluläre Radiosensibilisierung, eine Verringerung der Tumorhypoxie
oder eine Reduktion der Repopulierung während einer Therapie (BAUMANN u. KRAUSE
2004, KRAUSE et al. 2006, BAUMANN et al. 2007).
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Für den Einsatz von EGFR-Inhibitoren in Kombination mit einer hochdosierten, kurativ inten-
dierten Strahlentherapie liegen neben präklinischen Experimenten und Phase I/II-Studien
(Übersichten in HARARI u. HUANG (2004), MILAS et al. (2004)) auch Daten aus einer gro-
ßen randomisierten klinischen Studie vor (BONNER et al. 2006). Diese zeigt eine Verbesse-
rung der Tumorheilung und des Gesamtüberlebens bei kombinierter Behandlung mit dem
mononukleären Antikörper Cetuximab (C225) gegenüber einer alleinigen Strahlentherapie
bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region.
Für den klinischen Einsatz von EGFR-Inhibitoren während einer Strahlentherapie sind weite-
re Untersuchungen zu deren selektiven Wirkungen notwendig. In immunhistochemischen
Studien von DÖRR (2000) und KASE (2001) an normaler muriner Mundschleimhaut findet
man einen Anstieg der EGF- und EGFR-Expression während fraktionierter Bestrahlung.
Demzufolge scheint das EGF/EGFR-System nicht nur an Regenerationsprozessen im
Tumorgewebe, sondern auch im Normalgewebe beteiligt zu sein. Die vorliegende Arbeit soll
mittels einer selektiven Hemmung des EGFR durch den Tyrosinkinase-Inhibitor
(BIBX1382BF) überprüfen, inwieweit dieses System zur Repopulation im Normalgewebe
beiträgt.
2.11 Keratinozyten-Wachstumsfaktor – KGF
2.11.1 Struktur und physiologische Funktion
Erstmals wird KGF durch RUBIN et al. (1989) als ein proliferations-stimulierender Faktor für
epitheliale Zellen beschrieben. Das Molekulargewicht des gereinigten Proteins beträgt 26-28
kD (RUBIN et al. 1989, WERNER 1998). Da die DNA von KGF zu 30-45% mit sechs ande-
ren Mitgliedern der Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren übereinstimmt, wird KGF in
diese Gruppe aufgenommen und alternativ als FGF-7 bezeichnet (FARRELL et al. 2002,
IGARASHI et al. 1998, KELLER et al. 2004, WERNER et al. 1998). Die Übereinstimmung
von 89,3% der DNA und 90,3% der Proteine zwischen dem Menschen und der Ratte bzw.
Maus erklärt die Effektivität im Tierexperiment (DÖRR et al. 2002a).
Gebildet wird KGF im Wesentlichen durch mesenchymale Zellen, vor allem Fibroblasten
(FARRELL et al. 2002, FINCH u. RUBIN 2006). Zielzellen sind epitheliale Zellen in einer
Vielzahl von Geweben, wie Epidermis und Haarfollikel, oralem und gastrointestinalem
Schleimhautepithel, Lungenepithel, Urothel, Prostataepithel, Drüsenepithel und Corneaepi-
thel.
2.11.2 KGF-Rezeptor
Der Rezeptor für KGF (KGFR bzw. FGFR2IIIb) ist eine Tyrosinkinase, die vom fgfr-2-Gen
kodiert wird (DÖRR u. LACMANN 2001, FARRELL et al. 2002, FINCH u. RUBIN 2006,
IGARASHI et al. 1998, RUBIN et al. 1995, WERNER 1998). FGFR2IIIb bindet neben KGF
(FGF-7), auch FGF-1, FGF-3 und FGF-10 (FARRELL et al. 2002, IGARASHI et al. 1998,
KELLER et al. 2004, WERNER 1998). KGF fungiert als mesenchymal-epithelialer Regulator
von Proliferation, Differenzierung und Migration (FARRELL et al. 2002, FINCH u. RUBIN
2006, RUBIN et al. 1989, WERNER et al. 1998).
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2.11.3 In-vitro Versuche zur Wirkung von rHuKGF
Die Wirkung von rHuKGF wird in einer Vielzahl von in-vitro Experimenten untersucht. Es
kann ein proliferations- und migrationsstimulierender Effekt auf humane epitheliale und fetale
Alveolarepithelzellen (DÖRR 2003a, GIBBS et al. 2000, WERNER et al. 1998) demonstriert
werden. Des Weiteren besteht der Effekt auch auf humane Bronchialepithelzellen (WERNER
et al. 1998), Riechepithel (HILLE et al. 2003), Keratinozyten der Mäuseepidermis und der
humanen Epidermis (DÖRR 2003a, NING et al. 1998, WERNER et al. 1998) sowie auf Kera-
tinozyten der oralen Mukosa der Maus (DÖRR u. LACMANN 2001). Nach der Behandlung
mit KGF wird an in-vitro rekonstruierter muriner Mukosa eine Zunahme der Epitheldicke und
der Zellzahl gefunden (DÖRR u. LACMANN 2001). Eine andere Studie zeigt an menschli-
chen Keratinozyten einen signifikanten Anstieg der Koloniegröße (Zellzahl) bei gleichblei-
bender Koloniezahl nach Bestrahlung und rHuKGF-Gabe (DÖRR 2003a). Die Behandlung
mit rHuKGF vor und nach Einzeitbestrahlung sowie vor und während fraktionierter Bestrah-
lung, führt zu einer signifikanten Reduktion der Strahlenantwort an in-vitro rekonstruiertem
Epithel (DÖRR u. LACMANN 2001).
2.11.4 Wirkung von KGF auf normale, unbehandelte Gewebe
Bei einer systemischen Applikation von rekombinantem humanem KGF (rHuKGF) im Tier-
modell kommt es zu einer Stimulation der Proliferation und zu einer Modulation von Migra-
tions- und Differenzierungsprozessen in Epithelien. Dies äußert sich in einer Zunahme der
Zellzahl und der Epitheldicke. Als Folge kann es zu einer Hyperplasie in verschiedenen Or-
ganen kommen (DÖRR u. LACMANN 2001, FARRELL et al. 2002, RUBIN et al. 1995). Bei
experimentellen Untersuchungen an der Schleimhaut von Zunge, Wange, Oesophagus und
Darm der Maus finden FARRELL et al. (2002) nach einmaliger bzw. mehrmaliger rHuKGF-
Gabe eine deutliche Dickenzunahme aller epithelialen Schichten, bis hin zur Verdopplung.
Des Weiteren kann ein Anstieg der keratohyalinen Granula und der intraepithelialen desmo-
somalen Verbindungen festgestellt werden (FARRELL et al. 2002, WERNER et al. 1998).
Bei Makakken reicht eine 2-3tägige Behandlung mit Palifermin aus, um eine signifikante In-
duktion der Schleimhautproliferation zu erreichen (DÖRR 2003a).
Nach Ende der KGF-Gabe erfolgt der Abbau der im Überschuss produzierten Zellen in der
Mundschleimhaut (Maus) durch Apoptose, mit einem Maximum nach zwei Tagen im An-
schluss an die letzte Injektion (DÖRR u. LACMANN 2001). Dieser programmierte Zelltod
findet normalerweise nur sehr selten im Plattenepithel der Mundschleimhaut statt. Bei
Mensch und Maus beträgt der normale Apoptoseindex 0,1% (DÖRR 2003a).
2.11.5 Bedeutung bei der Wundheilung
Eine besondere Rolle spielt KGF bei der Wundheilung (KELLER et al. 2004, WERNER
1998). In der Haut von Mäusen wird experimentell ein drastischer Anstieg der Transkription
des KGF-Rezeptors in der Dermis nachgewiesen (WERNER 1998). Bei chemisch induzier-
ten Ulzera des Ösophagus (Ratte) kann an den Rändern der Läsionen eine massive Aktivie-
rung von KGF und KGFR beobachtet werden (BAATAR et al. 2002). Die topische Applikation
von rHuKGF auf epitheliale Verletzungen fördert die Wundheilung in der Haut (FARRELL et
al. 2002, WERNER et al. 1998) und in einer Vielzahl anderer Gewebe. Mittels Gentransfer
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kann eine Verbesserung der Wundheilung in verschiedenen Tiermodellen induziert werden
(MARTI et al. 2008).
2.11.6 Wirkung von rHuKGF an der bestrahlten Mundschleimhaut
Die Modulation der Strahlenreaktion der Mundschleimhaut durch rHuKGF wird in zahlreichen
experimentellen Studien untersucht. Die systemische Applikation von rHuKGF in Verbindung
mit einer Einzeitbestrahlung führt zu einer Verminderung des strahleninduzierten Zellverlu-
stes (FARRELL et al. 2002). Die isoeffektive Dosis als Maß für die Strahlentoleranz, steigt im
Mausmodell bei wiederholter KGF-Gabe signifikant um den Faktor 1.7-2.3, wobei die Gabe
nach Bestrahlung effektiver ist (DÖRR u. LACMANN 2001, DÖRR et al. 2001, DÖRR et al.
2005a, FARRELL et al. 2002). KILIÇ et al. (2007) stellen fest, dass bei Einzeitbestrahlung
ausschließlich wiederholte Injektionen zu einem signifikanten Anstieg der isoeffektiven Do-
sen führen, nicht jedoch einzelne Injektionen.
Unter konventionell fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy über eine Woche resultiert die Ver-
abreichung von rHuKGF in einer Erhöhung der Strahlentoleranz, entsprechend einer Kom-
pensation von 1-1,5 Dosisfraktionen á 3 Gy. Die rHuKGF-Gabe während der bestrahlungs-
freien Wochenenden resultiert in einer Kompensation von 3-4 der 5 applizierten Fraktionen,
d.h. 60-80% der gesamten frakionierten Dosis in der ersten Behandlungswoche (DÖRR et al.
2002a, 2005a). Des Weiteren findet DÖRR et al. (2002a, 2005a, DÖRR 2003a), dass bei
fraktionierter Bestrahlung eine einzelne Injektion genauso effektiv ist wie drei Injektionen an
drei aufeinanderfolgenden Tagen, unabhängig vom Tag der Injektion. In einem Dosisbereich
bis 22,5 mg/kg wird bei der fraktionierten Bestrahlung über zwei Wochen eine signifikante
Erhöhung des Effekts festgestellt; höhere Dosen haben keine weitere Steigerung zur Folge
(DÖRR et al. 2005a, DÖRR et al. 2005d). Bei zwei Wochen Bestrahlung ist die rHuKGF-
Administration vor Beginn und am Ende der Bestrahlung von Woche 1 und 2 am wirkungs-
vollsten (DÖRR et al. 2005a, DÖRR et al. 2005d). Die Gabe von rHuKGF zum Zeitpunkt ei-
nes klinisch manifesten Ulkus verlängert die Dauer der Reaktion geringgradig von 4.2±0.9
Tagen auf 4.8±0.8 Tage, was klinisch jedoch ohne Bedeutung ist (DÖRR et al. 2002c, DÖRR
2003a).
Auch bei der Kombination einer Radiochemotherapie mit Cisplatin (cDDP) und 5-Fluorourazil
(5-FU) und der Behandlung mit rHuKGF kann ein mukoprotektiver Effekt gefunden werden.
(DÖRR et al. 2005b). Dies gilt für Einzeit- und auch für täglich fraktionierte Bestrahlung über
ein bzw. zwei Wochen.
2.11.7 Klinische Studien
In einer Phase I-Studie zur Überprüfung der Sicherheit, der Pharmakokinetik und der biologi-
schen Aktivität an gesunden Probanden (DÖRR 2003a) wird rHuKGF als einzelne Injektion
oder täglich über 3 Tage in Dosen zwischen 0.2 und 20 µg/kg pro Tag verabreicht. Die Gabe
wird gut toleriert. Es wird ein triphasisches Serum-Profil mit einer sehr schnellen Verteilung
gefunden. Die Ausscheidung erfolgt logarithmisch-linear mit einer Halbwertszeit von 4 Stun-
den. Eine Akkumulation von Palifermin kann nicht festgestellt werden. In bukkalen Schleim-
hautbiopsien, die nach 3 Tagen der Behandlung entnommen werden, kann mittels einer Ki-
67 Färbung ein dosisabhängiger Anstieg der positiv gefärbten Zellen und der Mitosefiguren
festgestellt werden, entsprechend einer Stimulation der Proliferation.
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Eine randomisierte Phase I/II-Studie von BRIZEL et al. (2001) untersucht die mukoprotekti-
ven Eigenschaften einer KGF-Behandlung bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, die mit ei-
ner Radiochemotherapie (5-FU, cDDP) behandelt werden. Es findet sich eine Verkürzung
der Mukositisdauer von Grad 3-4 (RTOG/EORTC) von 11 auf 6,5 Tage.
In weiteren Phase I- und II-Studien an Patienten mit metastasierenden (MEROPOL et al.
2003) und fortgeschrittenen (DÖRR 2003a, FINCH u. RUBIN 2006) kolorektalen Karzinomen
mit einer reinen Chemotherapie (5-FU) kann das Auftreten einer Mukositis von Grad 2-4 von
67% auf 43% (p=0.06) bzw. von 78% auf 32% (p=0.001) reduziert werden. HENKE et al.
(2008) finden im Rahmen einer randomisierten, placebo-kontrollierten Phase II-Studie bei
insgesamt 186 Patienten mit operierten Kopf-Hals-Tumoren eine signifikante Abnahme der
Inzidenz konfluenter Mukositiden von 67% auf 51 %. Die Latenzzeit vom Beginn der
Strahlentherapie bis zum Eintreten der Reaktionen verlängert sich von 32 auf 45 Tage.
Bei Leukämiepatienten, die zur Konditionierung für eine autologe Stammzell- bzw. Vorläufer-
zelltransplantation vorab mit Ganzkörperbestrahlung und Hochdosis-Chemotherapie behan-
delt werden, erfolgt in einer randomisierten Placebo-kontrollierten Phase I-Studie der Einsatz
von Palifermin 3 Tage vor oder 3 Tage vor und nach der Konditionierung mit Tagesdosen
von 5-80 µg/kg (DÖRR 2003a). Es wird eine Reduktion der Mukositis Grad 2-4 von 51% bei
einer Dauer von durchschnittlich 4,6 Tagen auf 13% mit einer Dauer von 0,8 Tagen festge-
stellt. Auch SPIELBERGER et al. (2004) kann in einer Phase II-Studie an Patienten mit hä-
matologisch-onkologischen Erkrankungen eine Verkürzung der Mukositisdauer (WHO Grad
3-4) von 7,7 Tagen auf 4 Tage bei einer Palifermin-Behandlung vor und nach Bestrahlung,
und auf 5 Tage bei ausschließlich vorheriger Gabe nachweisen. In weiteren klinischen Studi-
en der Phase II und III an Patienten mit einer kombinierten Radiochemotherapie vor Stamm-
zelltransplantation kann eine signifikante Reduktion der Mukositis Grad 3 und 4 (WHO) von
98% auf 63% festgestellt werden. Die durchschnittliche Dauer der Mukositis sinkt von 9 auf 3
Tage. Die Patienten berichten von geringeren Schmerzen im Mund- und Halsbereich, es
werden weniger opioide Analgetika eingesetzt und die Anzahl an Patienten mit parenteraler
Ernährung sinkt (SPIELBERGER et al. 2004).
In allen klinischen Studien wird die Verabreichung von Palifermin von den Patienten gut ver-
tragen. Bei den Nebenwirkungen handelt es sich meist um einen gering- bis mittelgradigen,
temporären Hautausschlag und eine übermäßige Speichelproduktion während der ersten
drei Behandlungstage (BRIZEL et al. 2001). Des Weiteren wird bei allen Patienten ein vor-
übergehender asymptomatischer Anstieg der Serumlipase und –amylase nach dreimaliger
Injektion beobachtet (DÖRR 2003a, FINCH u. RUBIN 2006, SPIELBERGER et al. 2004).
Nachgewiesen werden kann in allen oben aufgeführten Studien der schleimhautprotektive
Effekt. Aufgrund dieser Ergebnisse wird rHuKGF (Palifermin, Kepivance™) in den USA 2004
für die Konditionierung bei Stammzelltransplantation zur Mukositisprophylaxe zugelassen
(AMGEN 2005), in Europa für die gleiche Indikation 2006.
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3 Material und Methoden
3.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung
Die Genehmigung der Experimente erfolgt durch das Regierungspräsidium (jetzt Landesdi-
rektion) Dresden unter dem Aktenzeichen 24-9168.11-1-2003-8 entsprechend der geltenden
Tierschutzgesetzgebung.
Für die Versuche werden Mäuse (Wildtyp-Inzuchtstamm C3H/Neu) aus der Versuchstier-
zucht des Experimentellen Zentrums der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der
Technischen Universität Dresden verwendet. In vorherigen Studien (DÖRR u. LACMANN
2001) können keine Geschlechtsunterschiede in Bezug auf die strahleninduzierte Mukositis
der Mundschleimhaut gefunden werden, deshalb werden männliche wie auch weibliche Tiere
eingesetzt. Zu Beginn der jeweiligen Experimente betragen das Mindestalter der Tiere 2 Mo-
nate und das Mindestgewicht 20 g.
Die Haltung erfolgt in den Räumen des Experimentellen Zentrums unter spezifiziert patho-
genfreien (SPF-) Bedingungen. Die getesteten Mikroorganismen finden sich im Anhang.
Die Luftfeuchtigkeit in den klimatisierten Haltungsräumen beträgt 40-60%, die Temperatur
21-24°C. Die künstliche Beleuchtung der Räume wird über ein Lichtprogramm mit einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von 12/12 Stunden mit einer Hellphase von 7.00 Uhr – 19.00 Uhr
MEZ gesteuert. Die Lichtqualität erfüllt die Vorgaben der entsprechenden Tierhaltungsvor-
schriften.
In Kunststoffkäfigen der Größe 3 (Makrolon®, 1290D) der Herstellerfirma Tecniplast Pereg
GmbH, Waldkraiburg, werden bis zu 10 Mäuse auf Sägespan-Einstreu (Ssniff bedding ¾
Faser, Firma Altrogge, Lage) gehalten. Ad libitum steht pelletiertes Mäuse-Standardfutter
(Altromin 1326, Fa. Altrogge, Lage) und chloriertes Trinkwasser aus Standard-Kunststoff-
Trinkflaschen zur Verfügung.
3.2 Versuchsdurchführung
3.2.1 Bestrahlungsmethoden
Bei der Bestrahlung des Epithels der Zungenunterseite kommen zwei verschiedene Techni-
ken zur Anwendung: die perkutane Bestrahlung (Schnauzenbestrahlung) und die lokale Be-
strahlung der Zungenunterseite.
Mit der perkutanen Bestrahlung kann die gesamte Zungenunterseite bestrahlt werden, ohne
das Epithel zu berühren. Eine Narkose der Tiere ist nicht notwendig. Durch diese Technik
werden nur Dosen appliziert, die zu einer subklinischen Schädigung der Gewebe im Strah-
lengang führen. Die abschließende lokale Bestrahlung eines definierten Testfeldes an der
Zungenunterseite löst mit dosisabhängiger Inzidenz einen makroskopisch auswertbaren,
klinischen Strahleneffekt im Epithel aus.
3.2.1.1 Perkutane Bestrahlung
Die perkutane Bestrahlung der Mäusezungen wird mit einer Röntgenanlage Isovolt 320/20
(Fa. Seifert Röntgenwerke, Ahrensburg) durchgeführt (Abb. 3). In allen Versuchen beträgt
die Röhrenspannung 200 kV und der Röhrenstrom 20 mA. Der Strahlengang ist vertikal. Die
Filterung erfolgt durch das Berylliumfenster der Anlage sowie mittels 0,6 mm Kupfer und
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1 mm Aluminium. Im Fokus-Objekt-Abstand (FOA) von 45,5 cm ergibt sich eine Dosislei-
stung von 0,9 Gy/min.
Abb. 3: Bestrahlungsanlage zur perkutanen Schnauzenbestrahlung (Anlage Isovolt 320/20)
Dargestellt ist die Röntgenröhre (1), die sich in einem Vollschutz-Gehäuse befindet, dessen
Tür geöffnet ist. Unter der Röhre befindet sich in der entsprechenden Halterung die Ab-
schirmplatte mit dem Bestrahlungsfenster (2). Der flexible Gummischlauch (3) der Dosime-
trieeinheit ist ebenfalls zu sehen.
Die Fixierung der Tiere erfolgt wie in Abbildung 4 dargestellt. Auf einer rechteckigen Plexi-
glasplatte mit einer Größe von 30x33 cm² sind 2x4 Kunststoffröhren (Innendurchmesser 2,8
cm) angeordnet, deren vorderen Abschluss jeweils ein Plexiglasblock mit 4 konischen Boh-
rungen bildet. Die Tiere werden in die Plastikröhren geleitet und die Schnauzen in den Boh-
rungen im Plexiglasblock fixiert. Eine Einschränkung der Atmung ist durch die Größe der
Bohrung mit einer Verjüngung von 1 cm auf 0,6 cm ausgeschlossen. Ein Zurückweichen der
Tiere während der Bestrahlung wird durch den rückwärtigen Verschluss der Röhren mittels
Schaumstoffstopfen, die mit einer Aussparung zur Aufnahme des Schwanzes versehen sind,
verhindert.
 1
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Abb. 4: Plexiglasplatte zur Fixierung der Versuchstiere und Positionierung der Schnauzen
im Zentralstrahl
Auf der rechteckigen Plexiglasplatte (1) befinden sich 8 Kunststoffröhren (2) zur Fixierung
der Versuchstiere. Die exakte Positionierung der Schnauzen im Zentralstrahl erfolgt in einer
konischen Bohrung (3) in der Plexiglasleiste am vorderen Röhrenende. Das Zurückweichen
der Tiere wird durch einen mittels Pflaster gesicherten Kunststoffstopfen (4) als rückwärtigem
Verschluss verhindert.
Die exakte Positionierung der Schnauzen im Zentralstrahl wird durch die Halterung der Ple-
xiglasplatte unter der Röntgenröhre gewährleistet (Abb. 3). Eine Kollimatorplatte aus der Le-
gierung MCP-96 (Fa. HEK Medizintechnik, Lübeck), einem bleiäquivalenten Material, mit
einer Länge von 33,5 cm, einer Breite von 30 cm und einer Stärke von 1,5 cm, schirmt den
Tierkörper kaudal einer Ebene von den Augen zum Kehlgang ab. Ein 18,5x5,5 cm² großes
Fenster in dieser Abschirmung definiert das Bestrahlungsfeld. Die oben erwähnte Strahlfilte-
rung aus Kupfer und Aluminium ist in dieses Fenster integriert. Die Dosishomogenität zwi-
schen den einzelnen Schnauzenpositionen beträgt ±3%. Das Bestrahlungsfeld schließt die
gesamte Zunge bis zum Zungengrund sicher ein.
Die Dosimetrie bei der Schnauzenbestrahlung wird mit einer Ionisationskammer Typ M23323
(Physikalisch-Technische-Werkstätten Dr. Pychlau GmbH, Freiburg) mit einem Kammervo-
lumen von 0,1 cm³ durchgeführt. Die Kammer ist über einen flexiblen Gummischlauch (Abb.
3, Nr. 3) mit einem Dosimeter vom Typ Dosimentor SN 4 (Physikalisch-Technische-
Werkstätten, Freiburg) verbunden. Entsprechend den Herstellerangaben erfolgt die Kalibrie-
rung der Dosimetrieeinheit mit einer 90Sr-Kontrollvorrichtung jeweils vor der Bestrahlung.
Zur Bestrahlung befindet sich diese Ionisationskammer in schnauzengleicher Position im
Zentralstrahl.
Nachdem in ausführlichen Testreihen die Konstanz der Dosisleistung nachgewiesen worden
ist, kann die Zieldosis durch die Einstellung der Bestrahlungszeit festgelegt werden. Bei Er-
reichen der Zieldosis, d.h. nach Ablauf der vorgegebenen Zeit, schaltet sich die Röhre auto-
matisch ab. Eine regelmäßige Kontrolle der Dosisleistung der Anlage wird durch die Medi-
zinphysiker der Klinik und Poliklinik für Strahlentherapie und Radioonkologie durchgeführt.
Die Schwächung der Strahlung beim Durchtritt durch die Schädelstrukturen ist zu vernach-
lässigen (DÖRR 1997a). Das bedeutet, dass die gemessene Dosis der Dosis im Schleim-
hautepithel entspricht. Die Dosisverteilung innerhalb der Schleimhaut selbst ist homogen.
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3.2.1.2 Lokale Bestrahlung der Zungenunterseite
Die lokale Bestrahlung der Zungenunterseite erfolgt mit einer Weichstrahl-Röntgenröhre vom
Typ Darpac 150-MC (Forward Raytech, Ltd., Swindon, UK, siehe Abb. 5). Sie wird mit einer
Röhrenspannung von 25 kV und einer Röhrenstromstärke von 20 mA betrieben. Die Dosis-
leistung im Fokus-Objekt-Abstand von 15 cm beträgt 4,43 Gy/min. Zur Filterung der Strah-
lung wird ein 0,3 mm dicker Aluminium-Filter benutzt.
Abb. 5: Röntgenröhre DARPAC-150 MC
Der Aluminiumblock (1) mit der Maus wird während der Lokalbestrahlung in der Halterung (2)
unter dem Austrittsfenster der Röntgenröhre (3) befestigt. Zur exakten Positionierung der
Zunge im Zentralstrahl dienen die Führungselemente für den Aluminiumblock (4).
Die Ruhigstellung der Tiere erfolgt durch eine Allgemeinnarkose mit Pentobarbital-Natrium
(Narcoren®, Rhone Merieux, Laupheim, Deutschland) in einer Dosierung von ca. 60 mg/kg
Körpergewicht intraperitoneal. Die Immobilisierung tritt nach etwa 5 Minuten ein und dauert
etwa 60 Minuten.
Um nur die Zunge bestrahlen zu können, wird der Tierkörper in einem quaderförmigen Alu-
miniumblock (13x4x4 cm) abgeschirmt. Die Tiere werden in Rückenlage in die zentrale zylin-
drische Bohrung (Durchmesser 2,5 cm) innerhalb des Aluminiumblockes verbracht (Abb. 6),
nachdem die Zunge mit einer Pinzette aus der Mundhöhle vorverlagert worden ist. Im Dach
des Blockes befindet sich eine kleine Bohrung (Durchmesser 3 mm), durch welche die Zun-
ge mit der Pinzette vorsichtig nach außen geführt wird. Auf der Außenseite des Aluminium-
blockes wird die Zungenoberseite auf Doppelklebeband und einem Pflasterstreifen an der
Zungenspitze fixiert. Um eine Beeinträchtigung der Durchblutung durch Zug am Zungen-
grund zu vermeiden, wird der Kopf der Maus mit einem Styroporkeil unterstützt. Die Vorwär-
mung des Aluminiumblockes auf ca. 35 °C mit einem H eizkissen verhindert die Auskühlung
der Tiere.
 1
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Durch das 3x3 mm² große Fenster in einem 20x40 mm² großen und 1 mm dicken Alumini-
umplättchen wird das Bestrahlungsfeld zentral über der Zungenunterseite definiert. Die Zun-
genränder, der Zungengrund und der apikale Teil (1-1,5 mm) der Zunge werden abge-
schirmt. Das Aluminiumplättchen besitzt an den Seitenrändern (5 mm) eine 1 mm dicke Er-
höhung zum Schutz der Zunge vor Kompression.
   
Abb. 6: Fixierung der Zunge zur Bestrahlung
In der zentralen Bohrung (A1) des Aluminiumblockes wird die Maus in Rückenlage platziert.
Durch die Bohrung (A2) im Dach des Blockes kann die Zunge vorsichtig mit einer Pinzette
nach außen geführt werden.
Die Zungenoberseite wird nun auf Doppelklebeband (B5) und zusätzlich mit einem Pflaster
(B6) fixiert. Das lokale Bestrahlungsfeld wird durch ein 3x3 mm2 großes Fenster (A3) in ei-
nem Aluminiumplättchen (A4) festgelegt, welches zentral über der Zungenunterseite positio-
niert wird.
Zur standardisierten Positionierung der Zunge im Zentralstrahl wird eine Haltevorrichtung für
den Aluminiumblock benutzt, die fest an der Röntgenanlage installiert ist (Abb. 5).
An der Röntgenanlage vom Typ DARPAC-150 MC wird die Dosis durch die Bestrahlungszeit
definiert (Dosimetrie). Die Röntgenröhre schaltet sich nach Erreichen der eingestellten Zeit
und somit der verschriebenen Zieldosis ab. Die Konstanz der Dosisleistung wird in regelmä-
ßigen Messungen durch die Medizinphysiker der Klinik nachgewiesen. Da das Gerät auch
zur Bestrahlung von Patienten dient, erfolgen regelmäßige Kontrollen und Wartungen durch
die zuständigen Mitarbeiter der Medizinphysik entsprechend den Richtlinien zur Qualitätssi-
cherung von strahlentechnischen Einrichtungen.
3.2.1.3 Klinische Beurteilung der Strahlenreaktion
Die Beurteilung der strahleninduzierten Veränderungen des Epithels der Zungenunterseite
erfolgt makroskopisch unter Ultrakurznarkose der Tiere. Die Narkose wird mit Methohexital
(Brevimytal®, Lilly, Giessen, Deutschland, 40 mg/kg i.p.) durchgeführt, die nach ca. 1,5 Mi-
nuten ihre Wirkung zeigt und über wenige Minuten anhält (DÖRR u. WEBER-FRISCH 1999).
Während dieser Zeit kann die Zunge behutsam mit einer Pinzette aus der Mundhöhle vor-
gelagert und unter Kunstlicht (herkömmliche Schreibtisch-Halogenlampe) mit bloßem Auge
beurteilt werden. Die Berührung des Bestrahlungsfeldes mit der Gefahr einer Traumatisie-
rung wird vermieden.
  1
2
     3
4
5
6
A B
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Als klinische Erscheinungen an der Zungenunterseite werden die Parameter Rötung,
Schwellung und die verstärkte Bildung von Hornschuppen (verstärkte Desquamation) in drei
Schweregraden (+ bis +++) beurteilt und dokumentiert. Die verstärkte Desquamation führt zu
einem typischen rauen Erscheinungsbild der Zungenoberfläche. Ulzerative Veränderungen
werden als quantaler Effekt in einem Ja/Nein-Schema dokumentiert. Alle Versuchstiere wer-
den täglich ab dem erstmaligen Auftreten klinischer Veränderungen bis zur vollständigen
Reepithelialisierung aller ulzerativen Läsionen untersucht.
3.2.2 EGFR-Inhibitor
Als Hemmstoff des Rezeptors für den Epithelialen Wachstumsfaktor wird der Tyrosin-Kinase-
Inhibitor BIBX1382BF (Fa. Boehringer Ingelheim Austria, Wien) verwendet. Verabreicht wird
BIBX1382BF in einer Lösung von Hydroxypropyl-beta-Cyclodextrin in A. dest. (Aqua destil-
lata) in einer Konzentration von 0,25 g/ml. Der Ansatz erfolgt unter Schütteln in 80% des Ge-
samtvolumens der Zuckerlösung bis eine homogene trübe Suspension entstanden ist. Da-
nach werden 200 µl 1N HCL-Lösung tropfenweise zugegeben, bis die Lösung klar wird. Ab-
schließend wird das Restvolumen der Zuckerlösung eingebracht. Die Lösung ist lichtdicht
verpackt und bei Zimmertemperatur 3-4 Tage haltbar. Die Applikation der BIBX1382BF-
Lösung erfolgt oral in einer Dosierung von 50 mg/kg mittels einer Schlundsonde (Knopfka-
nüle, gebogen, Außendurchmesser 1,2 mm, Länge 80 mm, Firma Eickemeyer, Tuttlingen).
Dabei werden die Tiere im Nacken fixiert und durch die Spitze der Sonde im Rachen der
Schluckreflex ausgelöst. So kann gewährleistet werden, dass die vorgesehene Dosis des
Medikaments sicher und vollständig aufgenommen wird.
3.2.3 Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF)
Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) wird in Form von rHuKGF (recombinant human kera-
tinocyte growth factor, Palifermin) durch die Firma AMGEN Inc. (Thousand Oaks, CA, USA)
als Lyophilisat zur Verfügung gestellt. Die Gewinnung des Wachstumsfaktors erfolgt mittels
E. coli. Die Reinigung erfolgt bei AMGEN Inc. durch konventionelle Chromatographie.
An jedem Applikationstag wird Palifermin frisch zubereitet. Das Trockenpulver, in einer Men-
ge von 6,25 mg pro Fläschchen, wird in 1,2 ml Lösungsmittel, welches ebenfalls von AMGEN
Inc. zur Verfügung gestellt wird, gelöst. Dies ergibt ein Gesamtvolumen von 1,25 ml (5,0
mg/ml). Für die Experimente werden Dosierungen von 15 mg/kg und 22,5 mg/kg benötigt.
Diese Dosierungen haben sich in unabhängigen Experimenten (DÖRR et al. 2005a, b, d) als
optimal wirksam herausgestellt. Das Injektionsvolumen beträgt 0,05 ml/10g Körpergewicht,
entsprechend 0,1–0,15 ml/Tier. Deshalb wird für eine Dosis von 15 mg/kg die Ausgangslö-
sung durch Zugabe von 0,83 ml PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung) verdünnt. Für
die KGF-Dosis von 22,5 mg/kg erfolgt die Verdünnung mit 0,14 ml PBS.
Die Verabreichung von Palifermin erfolgt subkutan in die Nackenfalte.
3.3 Beschreibung der Experimente
3.3.1 Kontrollversuche
3.3.1.1 Lokale Einzeitbestrahlung (Versuche M1.x)
Die alleinige Einzeitbestrahlung im Versuch M1 dient der Definition der Strahlenreaktion der
Zungenschleimhaut. Dieser Versuch findet sowohl zu Beginn (M1.1) als auch am Ende
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(M1.2) der gesamten Versuchsreihe statt. Die Bestrahlung erfolgt jeweils in 5 gestaffelten
Dosisgruppen mit je 10 Tieren. Die applizierten Dosen sind 6,0 Gy, 9,0 Gy, 11,0 Gy, 13,0 Gy
und 16,0 Gy.
3.3.1.2 Applikation des EGFR-Inhibitors ohne/mit KGF (Versuche E0.x)
Die alleinige Verabreichung des EGFR-Inhibitors BIBX1382BF (Versuch E0.1) dient der Er-
fassung der Wirkung auf die Schleimhaut und das Allgemeinbefinden. Die Tiere erhalten
BIBX1382BF in einer Dosis von 50 mg/kg p.o. jeweils einmal täglich am Tag 0-7.
Ziel der gemeinsamen Applikation des EGFR-Inhibitors und KGF (Versuch E0.2) ist die Er-
fassung der Wirkung und Verträglichkeit des EGFR-Inhibitors bei gleichzeitiger Verabrei-
chung von KGF. BIBX1382BF wird wie in Versuch E0.1 in einer Dosis von 50 mg/kg p.o.
einmal täglich von Tag 0-7 verabreicht. KGF wird subkutan in einer Dosis von 15 mg/kg an
Tag –3 und 22,5 mg/kg an Tag +4 appliziert.
3.3.2 Fraktionierungsprotokolle
3.3.2.1 Bestrahlung mit 5x3 Gy, gefolgt von lokaler Testbestrahlung (Versuche F1.x)
Die Protokolle der Versuche F1.x sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die fraktionierte Be-
strahlung erfolgt als Schnauzenbestrahlung mit 5 täglichen Fraktionen über 1 Woche (Tag 0-
4). Die Dosis pro Fraktion beträgt 3 Gy. An Tag 7 erfolgt eine lokale Zungenbestrahlung mit
gestaffelten Testdosen. So kann die Vorschädigung in einen klinisch manifesten, auswertba-
ren Effekt überführt werden. Die verwendeten Testdosen sind in Tabelle 7 aufgelistet. Im
Versuch F1.1 erfolgt keine weitere Behandlung. Dagegen erhalten die Tiere im Versuch F1.2
den EGFR-Inhibitor BIBX1382BF in einer Dosis von 50 mg/kg p.o. jeweils 30 min nach Be-
strahlung von Tag 0-7. In Versuch F1.3 wird zusätzlich KGF in einer Dosis von 15 mg/kg an
Tag –3 und 22,5 mg/kg an Tag +4 ca. 60 min vor Bestrahlung subkutan verabreicht.
Tab. 7: Versuchsdesign F1.x
Versuch BIBX1382BF rHuKGF Testdosen [Gy] Tiere
F1.1 - - 2,1; 3,4; 5,6; 7,7; 10,5 50
F1.2 Tag 0-7, 50 mg/kg - 2,1; 3,4; 5,6; 7,7; 10,5 50
F1.3 Tag 0-7, 50 mg/kg Tag -3, 15 mg/kgTag +4, 22,5 mg/kg 5,5; 8,0; 10,0; 12,0; 14,4 50
3.3.2.2 Bestrahlung mit 10x3 Gy, gefolgt von lokaler Testbestrahlung (Versuche F2.x)
In den Versuchen F2.x (Tab. 8) erfolgt die fraktionierte Bestrahlung mit 10 Fraktionen über
zwei Wochen (Tag 0-4, Tag 7-11) mit einem bestrahlungsfreien Wochenende. Die Dosis pro
Fraktion beträgt 3 Gy. Die lokale Zungenbestrahlung mit gestaffelten Testdosen (Tab. 8) wird
an Tag 14 durchgeführt. In den Versuchen F2.2 und F2.3 wird BIBX1382BF in der Dosis von
50 mg/kg von Tag 0-14 verabreicht. In Versuch F2.3 erhalten die Mäuse zusätzlich KGF an
den Tagen –3 und +11 in einer Dosis von 15 mg/kg, an Tag +4 in einer Dosis von 22,5
mg/kg (Tab. 8).
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Tab. 8: Versuchsdesign F2.x
Versuch BIBX1382BF rHuKGF Testdosen [Gy] Tiere
F2.1 - - 2,7; 5,2; 7,2; 9,2; 11,7 50
F2.2 Tag 0-14, 50 mg/kg - 5,0; 7,0; 8,5; 10,0; 12,0 50
F2.3 Tag 0-14, 50 mg/kg
Tag -3, 15 mg/kg
Tag +4, 22,5 mg/kg
Tag 11, 15 mg/kg
7,0; 9,0; 11,0; 13,0; 15,2 50
3.3.3 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen
3.3.3.1 Bestrahlungsprotokolle
Für die histologischen Untersuchungen erfolgt die fraktionierte Bestrahlung sowie die Gabe
von BIBX1382BF bzw. KGF analog zu F1 (Versuch H1) bzw. zu F2 (Versuch H2). In Versuch
H1 werden täglich von Tag 0 (unbestrahlte Kontrolle) bis Tag 10 je 3 Zungen entnommen, in
Versuch H2 von Tag 8 bis 17, da die Ergebnisse aus F1 auch für Tag 0-6 von F2 anwendbar
sind.
Abb. 7: Behandlungsprotokolle für die histologischen Untersuchungen
Die Strahlenbehandlung erfolgt mit 3 Gy pro Fraktion (│) an 5 Tagen in der Woche, gefolgt
von bestrahlungsfreien Wochenendtagen (.). Die Zungenentnahme (†) findet in den Versu-
chen H1 von Tag 0-10 und H2 von Tag 8-17 statt.
3.3.3.2 Zungenentnahme und Fixierung
Sofort nach dem Töten der Tiere durch zervikale Dislokation erfolgt die Entnahme der Zun-
gen. Der bewegliche Teil der Zunge wird mit einer Schere am Zungengrund abgetrennt. Die
Fixierung erfolgt in Formalin für mindestens 24 Stunden. Anschließend werden die Zungen
median mit einer Rasierklinge geteilt. Danach erfolgt die Dehydrierung der Präparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe in der Histonkinette (Leica EG 1160, Fa. Leica, Nussloch) und
die abschließende Einbettung in Paraffin. Mit einem Mikrotom (Rotationsmikrotom 2065, Fa.
Reichert-Jung, Nussloch) werden Schnitte mit einer Dicke von 3 µm angefertigt. Jeweils 2
Schnitte werden auf jedem Objektträger aufgebracht.
H1:        │││││  
.
 
.  .  .  .
           † † † † † † † † † † †
H2:        │││││ 
.  .
 │││││ 
.  .  .  .  .
                                   † † † † † † † † † †
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3.3.3.3 HE-Färbung
Von jeder Zunge wird jeweils ein Objektträger mit zwei Schnitten einer Standardfärbung mit
Hämatoxylin und Eosin (HE, Reagenzien siehe Anhang) entsprechend dem Protokoll in Ta-
belle 9 unterzogen.
Tab. 9: Protokoll für die HE-Färbung
Dauer Arbeitsschritt
3x10 min Xylol
je 1 min absteigende Alkoholreihe
1 min Aqua dest.
17 min Mayers Hämalaun
5-10 min fließendes Leitungswasser
8 min Eosinlösung
2x1 min Ethanol 96%
2x1 min Ethanol absolutus
kurz eintauchen Xylol
Eindecken mit Entellan
3.3.3.4 TEC-3: Immunhistochemische Färbung
Mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers TEC-3 (Monoclonal Rat Anti-Mouse Ki-67 Antigen,
Clone TEC-3, Fa. Dako, Glostrup, Dänemark) und der Avidin-Biotin-Komplex-Peroxidase-
Methode wird das Proliferationsantigen Ki-67 markiert (Färbeprotokoll in Tab. 10). Die ver-
wendeten Reagenzien sind im Anhang aufgelistet.
Im ersten Schritt werden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und anschließend in einer ab-
steigenden Alkoholreihe rehydriert. Danach folgt ein zweistündiges Wasserbad bei 90°C in
einer Lösung aus Zitronensäure (0,1 M) und Na-Citratlösung (0,1 M). Nach dem Abkühlen
und dem Spülen in PBS werden die Präparate in Wasserstoffperoxidlösung (30%) inkubiert.
Im Anschluss an die Einwirkung des Normalserums vom Kaninchen, zur Verhinderung von
unspezifischen Bindungen des Primärantikörpers, wird der Primärantikörper auf einen der
beiden Schnitte aufgetragen. Der andere Schnitt fungiert als Negativkontrolle, indem anstelle
des Antikörpers PBS aufgetragen wird. Der Primärantikörper verbleibt über Nacht auf den
Präparaten. Nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper wird mit DAB und Hämalaun
gefärbt. Abschließend werden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert,
kurz in Xylol getaucht und mit Entellan eingedeckt.
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Tab. 10: TEC-3 Färbeprotokoll
Dauer Arbeitsschritte
3 x 10 min Xylol
je 1 min absteigende Alkoholreihe
1 min Küvette mit PBS
2 h 90°C-Wasserbad in einem Behältnis mit erwärmtem Zitratpuffer
30 min im Zitratpuffer abkühlen
1 min Küvette mit PBS
10 min Küvette mit 2 ml H2O2(30%) und 200 ml PBS
15 min Normalserum (bei 37°C in feuchter Kammer inku bieren)
Normalserum abklopfen
24 h Primärantikörper (bei Raumtemperatur in feuchter Kammer)
2 x 5 min in Küvette mit PBS waschen
20 min Sekundärantikörper (bei 37°C in feuchter Kamm er)
2 x 5 min in Küvette mit PBS waschen
20 min ABC-Komplex (bei 37°C in feuchter Kammer)
2 x 5 min in Küvette mit PBS waschen
8 min Küvette mit 20 ml DAB, 200 ml PBS und 20 µl H2O2
mit Leitungswasser spülen
1-2 min Hämalaun
2-3 mal mit Leitungswasser spülen
5 min Küvette mit Leitungswasser
je 1 min aufsteigende Alkoholreihe
kurz eintauchen Xylol, anschließend mit Entellan eindecken
3.3.3.5 Cytokeratin 6: Immunhistochemische Färbung
Cytokeratin 6 wird mit dem monoklonalen Antikörper LHK6B (mouse monoclonal, Cytokera-
tin 6 antibody [LHK6B], Fa. Abcam, Cambridge, U.K.) und dem Animal Research Kit (DAKO
ARK™, Peroxidase, Fa. Dako, Glostrup, Dänemark) angefärbt. Die Färbung basiert auf der
Avidin-Biotin-Komplex-Peroxidase-Methode (Färbeprotokoll in Tab. 11). Die verwendeten
Reagenzien sind im Anhang aufgelistet.
Die ersten Schritte finden analog zur Färbung mit TEC-3 statt. Danach folgt ein zweimaliges
zehnminütiges Erhitzen in der Mikrowelle in einer Lösung aus Zitronensäure (0,1 M) und Na-
Citratlösung (0,1 M). Nach dem Abkühlen und dem Spülen in PBS werden die Präparate mit
einer vorbereiteten Peroxidaselösung des Animal Research Kits inkubiert. Im Anschluss dar-
an wird das Biotinylierungsreagenz mit dem primären Antikörper auf einen der beiden
Schnitte aufgetragen. Der andere Schnitt fungiert als Negativkontrolle, indem, anstelle des
primären Antikörpers, PBS verwendet wird. Der Primärantikörper verbleibt 15 Minuten auf
den Präparaten. Nach der Inkubation der Streptavidin-Peroxidase wird mit DAB+Substrate-
Chromogen und Hämalaun gefärbt. Zum Schluss werden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert, kurz in Xylol getaucht und mit Entellan eingedeckt.
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Tab. 11: Cytokeratin-6 Färbeprotokoll
Dauer Arbeitsschritte
3 x 10 min Xylol
je 1 min absteigende Alkoholreihe
1 min Küvette mit PBS
4 min Zitratpuffer in Mikrowelle vorwärmen
2x10 min im Zitratpuffer in Mikrowelle erhitzen
dazwischen 5 min Abkühlen, verdampften Zitratpuffer auffüllen
30 min im Zitratpuffer abkühlen
1 min Küvette mit PBS
5 min Peroxidaseblock (Bottle 1) einzeln auftragen und inkubieren
2x5 min in Küvette mit PBS waschen
15 min Biotinylierungsreagenz mit dem primären Antikörper inkubieren
2 x 5 min in Küvette mit PBS waschen
15 min Streptavidin-Peroxidase (Bottle 4)
2 x 5 min in Küvette mit PBS waschen
5 min DAB+Substrate-Chromogen, danach mit Leitungswasser spülen
1-2 min Hämalaun, danach 2-3 mal mit Leitungswasser spülen
5 min Küvette mit Leitungswasser
je 1 min aufsteigende Alkoholreihe
2 x kurz eintauchen Xylol, anschließend mit Entellan eindecken
3.3.3.6 Auswertung der Schnitte
Zur Auswertung der Präparate wird ein Lichtmikroskop (Axioplan, Fa. Zeiss Jena) verwendet.
Das Epithel der Zungenunterseite wird vom Übergang des papillentragenden zum papillen-
freien Epithel bis zum Zungengrund begutachtet. Mittels eines quadratischen Zählrasters,
welches in 4x4 Quadrate unterteilt ist, werden die folgenden Parameter quantifiziert: Die
Zelldichte wird durch die Auszählung der kernhaltigen Zellen in der postmitotischen (Funkti-
ons-)schicht und der Germinativschicht in den HE-gefärbten Schnitten bestimmt. Ebenfalls
wird die Zahl der Mitosefiguren ermittelt. Die Bestimmung der Schichtdicken erfolgt einerseits
für das gesamte Epithel und andererseits separat für die Germinativ-, Funktions- und Kera-
tinschicht. Von der Zungenspitze aus wird mit Hilfe des quadratischen Zählrasters die Länge
des Epithels in 10 Raster unterteilt. Die Messungen werden immer am zweiten, fünften und
achten Raster durchgeführt. In den immunhistologischen Präparaten der TEC-3-Färbung
werden alle positiv bräunlich gefärbten Zellen ausgewertet.
3.4 Statistische Auswertung der Daten
Die statistische Auswertung erfolgt mit dem Statistical Analysis System (SAS) (SAS Institute
Inc., Cary, NC 1990).
3.4.1 Dosis-Effekt-Analysen
Dosis-Wirkungs-Analysen werden mittels Probit-Analyse (GOGOLOK et al. 1992, SAS Insti-
tute 1990) unter Annahme einer logarithmischen Verteilungsfunktion (Logit-Analyse) ohne
Definition eines Schwellenwertes durchgeführt. Dadurch können sigmoide Dosis-Effekt-
Kurven mit einem 95%-igen Vertrauensbereich für die Reaktionshäufigkeiten erstellt werden.
Die ED50 stellt diejenige Strahlendosis dar, bei der bei 50% der Versuchstiere eine Ulzeration
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zu erwarten ist. Die statistische Streuung der ED50 wird als Standardabweichung σ angege-
ben.
Der Vergleich von Dosis-Effekt-Beziehungen zur Abschätzung und Quantifizierung eines
Unterschiedes zwischen zwei verschiedenen Untersuchungsgruppen erfolgt auf der Basis
des Logit-Modells durch Maximum-likelihood-Analysen unter Verwendung des Likelihood-
Ratio-Tests (SAS Institute 1990, SCHUEMER et al. 1990, EDWARDS 1992).
Ein p-Wert <0,05 wird als statistisch signifikanter Unterschied definiert.
3.4.2 Zeitlicher Verlauf
Den zeitlichen Verlauf der Strahlenreaktion beschreiben die Parameter Latenzzeit und Ul-
kusdauer. Die Latenzzeit definiert die Zeit vom Tag der Einzeit- bzw. Testbestrahlung (Top-
up-Bestrahlung) bis zur ersten Diagnose einer Ulzeration. Die Zeitspanne zwischen der
Erstdiagnose der Ulzeration und deren makroskopischer Ausheilung wird als Ulkusdauer
bezeichnet. Aus den jeweiligen Einzelwerten aller positiv reagierenden Tiere pro Dosisgrup-
pe sowie für jeden gesamten Versuch werden die arithmetischen Mittelwerte mit den Stan-
dardabweichungen bzw. Standardfehlern berechnet.
3.4.3 Histologische Untersuchungen
Die Auswertung der histologischen Untersuchungen wird durch die Bestimmung der Mittel-
werte der jeweiligen Parameter für jedes Tier durchgeführt. Die Normierung der Werte von
Zelldichte, Schichtdicke, Mitosen und der Anzahl der markierten Zellen erfolgt auf 1 mm
Epithellänge. Dabei bleiben die üblichen, geringen Undulationen der Basalmembran des
Epithels unberücksichtigt. Anschließend werden aus den individuellen Mittelwerten die Mit-
telwerte und der statistische Fehler pro Tag berechnet.
Aus Schichtdicke und Zellzahl kann das relative Zellvolumen im Vergleich zur unbehandelten
Schleimhaut berechnet werden.
RV... Relatives Zellvolumen
SD... Schichtdicke
KWSD Kontrollwert (natives Epithel)
ZZ... Zellzahl,
KWZZ Kontrollwert (natives Epithel)
                     SD / KWSD
RV =    x 100
  ZZ / KWZZ
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4 Ergebnisse
4.1 Lokale Einzeitbestrahlung (Versuche M1/x)
Die Versuche M1/x dienen der Definition der Strahlenreaktion der Zungenschleimhaut. Die
lokale Bestrahlung der Zungenunterseite findet mit gestaffelten Einzeldosen von 6 Gy bis 16
Gy statt. Es werden die Dosisabhängigkeit und der zeitliche Verlauf der Schleimhautreaktion
in zwei unabhängigen Versuchen bestimmt.
Einen Überblick über die Ergebnisse der Versuche M1/1 und M1/2 gibt Tabelle 12.
Tab. 12: Zeitlicher Verlauf nach Einzeitbestrahlung (SD: Standardabweichung)
Dosis
[Gy]
Anzahl der
Reagenten
M1/1      M1/2
Latenz
[Tage]
M1/1       M1/2
SD
[Tage]
M1/1      M1/2
Ulkusdauer
[Tage]
M1/1       M1/2
SD
[Tage]
M1/1      M1/2
6    0             0     -                 - -      -            - -
9    1             1  10,0        10,0 -    2,0         2,0 -
11    6             4    9,3          9,8    0,5         1,0    2,2         2,5    0,4         0,6
13    6             7    8,7          9,6    0,8         0,5    2,3         3,3    0,5         0,5
16    9            10    9,0          9,0    0,7         0,7    2,9         3,2    0,6         0,6
Gesamt Mittlere La-tenz
Mittlere Ul-
kusdauer
44 9,2 0,7 2,8 0,7
4.1.1 Reaktion der Mundschleimhaut auf Einzeitbestrahlung
Sechs bis sieben Tage nach der Bestrahlung treten die ersten klinischen Veränderungen in
Form einer diffusen Rötung und Schwellung im Testfeld der Zungenunterseite auf. Im weite-
ren Verlauf findet man eine Aufrauung des Epithels, typisch für eine verstärkte parakeratoti-
sche Desquamation. Aus dieser Phase entwickelt sich eine ulzerative Läsion, die von einer
weißlichen, glatten, speckig-schimmernden Pseudomembran bedeckt ist. In Abbildung 8 ist
der klinisch relevante Endpunkt der Untersuchung, eine Ulzeration im Testfeld der Zungen-
unterseite, dargestellt. Die Ulzeration ist normalerweise von einer typischen weißlichen
Pseudomembran bedeckt, die für die Fotoaufnahme zur besseren Darstellung entfernt wird.
Aus jeder der beschriebenen Phasen ist ein Übergang in die Heilung möglich.
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Abb. 8: Ulzerative Läsion der Zungenunterseite nach lokaler Bestrahlung
Die Abbildung zeigt eine typische ulzerative Läsion der Zungenunterseite am elften Tag nach
Testbestrahlung mit 16 Gy. Die weißliche Pseudomembran aus Fibrin und Zelldetritus wird
zur besseren Darstellung entfernt (Quelle: DÖRR).
4.1.2 Dosisabhängigkeit
Die Dosis-Effekt-Kurven für die Testbestrahlungen sind gut definiert (Abb. 9). Im ersten Kon-
trollversuch (M1/1) wird ein ED50-Wert von 12,2±1,7 Gy (95%-Vertrauensbereich [10,7;13,9])
ermittelt, im zweiten Versuch (M1/2) beträgt die ED50 11,7±1,1 Gy (95%-Vertrauensbereich
[10,5;12,9]). Die Dosisabhängigkeit der Ulkusfrequenzen ist signifikant (Probit-Analyse,
pM1/1=0,0004/pM1/2=0,0004). Die Ergebnisse beider Kontrollversuche sind nicht signifikant
voneinander verschieden (p=0,55). Die gemeinsame Analyse beider Experimente ergibt eine
ED50 von 11,9±1,4 Gy (Probit-Analyse, Dosisabhängigkeit pM1=0,0001).
ERGEBNISSE – Lokale Einzeitbestrahlung
51
Abb. 9: Dosisabhängigkeit der Ulkusinzidenz nach Einzeitbestrahlung
Mittels Probit-Analyse werden die Dosis-Effekt-Kurven für die beiden Versuche mit Einzeit-
bestrahlung (M1/1, M1/2) berechnet. Die Querbalken stellen die Standardabweichung σ der
ED50 dar. Die Punkte zeigen die beobachteten Ulkus-Inzidenzen.
4.1.3 Zeitlicher Verlauf
Abb. 10: Ulkusprävalenz nach Einzeitbestrahlung
Die Abbildung zeigt die Ulkusprävalenz nach lokaler Einzeitbestrahlung mit Dosen von 9 bis
16 Gy. Bei 6 Gy tritt kein Ulkus auf. Ab Tag 8 werden die ersten Ulzerationen beobachtet.
Eine vollständige Reepithelisierung erfolgt bis spätestens Tag 13.
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Die Prävalenz an Ulzerationen in den einzelnen Dosisgruppen ist – zusammengefasst für
beide Versuche mit Einzeitbestrahlung – in Abbildung 10 illustriert. Erste Ulzera finden sich
an Tag 8. Die maximale Prävalenz wird an Tag 10 gefunden. Bis Tag 13 sind alle Ulzeratio-
nen reepithelialisiert.
Nach einer mittleren Latenzzeit von 9,2±0,7 Tagen (M1/1: 9,0±0,7 Tage, M1/2: 9,4±0,7 Tage)
tritt die typische strahleninduzierte Ulzeration auf (Abb. 11). Dabei zeigt die Latenz keine
signifikante Abhängigkeit von der Strahlendosis.
Abb. 11: Latenzzeit in Abhängigkeit von der Strahlendosis (M1/1+M1/2)
Die Abbildung zeigt die Dauer der Latenz (±SD) in den einzelnen Dosisgruppen, zusammen-
gefasst für die beiden Versuche mit Einzeitbestrahlung. Die Latenzzeit ist unabhängig von
der applizierten Dosis. Der schraffierte Bereich kennzeichnet den Mittelwert (±SD) aller Rea-
genten (9,2±0,7 Tage). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung in den verschiede-
nen Dosisgruppen wieder.
Die Ulzeration besteht über durchschnittlich 2,8±0,7 Tage (M1/1: 2,5±0,6 Tage, M1/2:
3,0±0,7 Tage). Es zeigt sich ein Anstieg der Ulkusdauer mit steigender Dosis.
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Abb. 12: Ulkusdauer in Abhängigkeit von der Strahlendosis (M1/1+M1/2)
Die Abbildung zeigt die Ulkusdauer in den einzelnen Dosisgruppen nach Einzeitbestrahlung.
Die Ulkusdauer ist dosisabhängig. Der Mittelwert (±SD) für alle Reagenten (2,8±0,7 Tage) ist
als schraffierter Bereich angegeben. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der
Gruppenmittelwerte dar.
4.2 Applikation des EGFR-Inhibitors ohne/mit KGF (Versuch E0)
Der Versuch E0 dient der Erfassung der Wirkung von BIBX1382BF ohne/mit KGF auf die
Schleimhaut und das Allgemeinbefinden der Tiere.
Der klinische Allgemeinzustand der Tiere ist über den gesamten Beobachtungszeitraum gut.
Das Gewicht der Tiere ist nach anfänglichem Rückgang um ca. 20% konstant. Die Zungen
der Tiere werden innerhalb des 14-tägigen Beobachtungszeitraums ab Tag 0 täglich in Nar-
kose mit Methohexital-Natrium untersucht. Dabei zeigen sich keine Veränderungen.
4.3 Fraktionierte Bestrahlung
4.3.1 Alleinige Bestrahlung über 1 bzw. 2 Wochen (Versuch F1/1 bzw. F2/1)
Die fraktionierte Schnauzenbestrahlung in den Versuchen F1/1 und F2/1 erfolgt mit 5 Frak-
tionen pro Woche über 1 bzw. 2 Wochen. Die Dosis pro Fraktion beträgt 3 Gy. An Tag 7
bzw. 14 findet die lokale Testbestrahlung mit gestaffelten Dosen statt. Die Ergebnisse der
alleinigen fraktionierten Bestrahlung sind in Tabelle 13 zusammengefasst.
Tab. 13: Ergebnisse der alleinigen fraktionierten Bestrahlung im Vergleich zur Einzeitbe-
strahlung (SD: Standardabweichung)
ED50
[Gy]
σ1
[Gy]
pDosis2 Latenz3
[Tage]
SD
[Tage]
Dauer
[Tage]
SD
[Tage]
Einzeitbestrahlung
(M1/x)    11,9 1,4 0,0001 9,6 1,7 2,8 0,7
5x3 Gy Kontrolle
(F1/1) 6,7 2,1 0,0006 9,0 1,1 2,8 0,7
10x3 Gy Kontrolle
(F2/1) 6,5 1,9 0,0001 6,0 0,8 2,7 1,0
1 Standardabweichung (σ) der ED50
2 Dosisabhängigkeit der Reaktion
3 bezogen auf den Tag der Testbestrahlung
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Die Dosis-Effekt-Kurve für die Testbestrahlung über 1 Woche (F1/1) ist gut definiert (Abb.
13). Der ED50-Wert beträgt 6,7±2,1 Gy mit einem 95%-Vertrauensbereich von 5,1-8,8 Gy.
Die Dosisabhängigkeit der Reaktion ist signifikant (Probit-Analyse, p=0,0006).
Die Dosiseffektkurve für die Testbestrahlung nach 5x3 Gy ist im Vergleich zur Einzeitbe-
strahlung deutlich nach links verschoben (Abb. 13). Die Linksverschiebung spiegelt den Ef-
fekt der fraktionierten Bestrahlung auf die Schleimhaut wider.
Die mittlere Latenzzeit beträgt 9,0±1,1 Tage. Die mittlere Ulkusdauer beträgt 2,8±0,7 Tage.
Abb. 13: Dosisabhängigkeit des Auftretens einer Ulzeration für die Testbestrahlung nach
fraktionierter Bestrahlung mit 5 Fraktionen pro Woche über 1 bzw. 2 Wochen
Durch eine Probit-Analyse werden die Dosis-Effekt-Kurven ermittelt. Die Punkte stellen die
beobachteten Ulkusinzidenzen dar. Der Fehlerbalken verdeutlicht den 95%-
Vertrauensbereich des ED50-Wertes. Die fraktionierte Dosis von 5x3 Gy bzw. 10x3 Gy wird
bei der Darstellung nicht berücksichtigt. Zum Vergleich ist die Dosiseffektkurve für die Ein-
zeitbestrahlung gezeigt.
Die Dosis-Effekt-Kurve für die Testbestrahlung nach 10x3 Gy/2 Wochen ist gut definiert
(Abb. 13). Die Dosisabhängigkeit der Reaktion ist signifikant (Probit-Analyse, p<0,0001). Der
ED50-Wert beträgt 6,5±1,9 Gy mit einem 95%-Vertrauensbereich von 5,2-7,8 Gy. Die Dosis-
Effekt-Kurve unterscheidet sich damit nicht signifikant von derjenigen nach 5 Fraktionen/1
Woche (p=0,87).
Die mittlere Latenzzeit beträgt 6,0±0,8 Tage. Die mittlere Ulkusdauer beträgt 2,7±1,0 Tage.
Somit ergeben sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Bestrahlung mit 5
Fraktionen über 1 Woche.
4.3.2 Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche und Applikation von BIBX1382BF ohne/mit
KGF
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Tab. 14: Ergebnisse der Bestrahlung mit 5x3 Gy und Applikation von BIBX1382BF und/oder
KGF im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung (SD: Standardabwei-
chung)
ED50
[Gy]
σ1
[Gy]
pDosis2 pvs.3
Kontrolle
Latenz4
[Tage]
SD
[Tage]
Dauer
[Tage]
SD
[Tage]
5x3 Gy
Kontrolle (F1/1) 6,7 2,1 0,0006 - 9,0 1,1 2,8 0,7
5x3 Gy
BIBX1382BF (F1/2) 8,3 1,6 0,0014 0,1197 8,4 1,2 2,5 0,8
5x3 Gy, KGF
BIBX1382BF (F1/3)  11,3 1,3 0,0004 0,0003 7,8 1,1 2,5 0,8
1
 Standardabweichung (σ) der ED50
2
 Dosisabhängigkeit der Reaktion
3
 Unterschied zum Kontrollversuch
4
 bezogen auf den Tag der Testbestrahlung
Bestrahlung mit 5x3 Gy und Applikation von BIBX1382BF (Versuch F1/2)
In Versuch F1/2 soll die Wirkung von BIBX1382BF auf die Strahlenreaktion der Mund-
schleimhaut im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung untersucht werden. Der
EGFR-Inhibitor wird von Tag 0-7 in einer Dosis von 50 mg/kg etwa 30 min nach Bestrahlung
oral verabreicht. Die Testbestrahlung erfolgt an Tag +7 mit gestaffelten Dosen.
Die Dosis-Effekt-Kurve ist gut definiert (Abb. 14). Der ED50-Wert beträgt 8,3±1,6 Gy mit ei-
nem 95%-Vertrauensbereich von 6,7-10,3 Gy. Die Dosisabhängigkeit der Reaktion ist signifi-
kant (Probit-Analyse, p=0,0014). Im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung ergibt sich kein si-
gnifikanter Unterschied (p=0,1197).
Die mittlere Latenzzeit beträgt 8,4±1,2 Tage. Die mittlere Dauer beträgt 2,5±0,8 Tage. Diese
Werte unterscheiden sich nicht signifikant von denjenigen für die alleinige Bestrahlung.
Bestrahlung mit 5x3 Gy, Applikation von BIBX1382BF und KGF (Versuch F1/3)
In diesem Versuch wird die kombinierte Wirkung von BIBX1382BF und KGF auf die Do-
sisabhängigkeit und den zeitlichen Verlauf untersucht. Der EGFR-Inhibitor wird von Tag 0-7
in einer Dosis von 50 mg/kg etwa 30 min nach Bestrahlung oral verabreicht. KGF wird in ei-
ner Dosis von 15 mg/kg an Tag –3 und an Tag +4 in einer Dosis von 22,5 mg/kg etwa 1
Stunde vor Bestrahlung subkutan verabreicht. Die Testbestrahlung erfolgt an Tag +7 mit ge-
staffelten Dosen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 aufgeführt.
Die Dosis-Effekt-Kurve ist gut definiert (Abb. 14). Der ED50-Wert beträgt 11,3±1,3 Gy mit ei-
nem 95%-Vertrauensbereich von 10,1-12,6 Gy. Die Dosisabhängigkeit der Reaktion ist si-
gnifikant (Probit-Analyse, p=0,0004). Es besteht eine Rechtsverschiebung der Dosis-Effekt-
Kurve im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung (pF1/1=0,0003) und zur Bestrahlung mit
BIBX1382BF (pF1/2=0,0049).
Die mittlere Latenzzeit beträgt 7,8±1,1 Tage. Die mittlere Ulkusdauer beträgt 2,5±0,8 Tage.
Somit ergeben sich für den zeitlichen Verlauf keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
zur alleinigen Bestrahlung oder zur Bestrahlung mit Gabe von BIBX1382BF.
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Abb. 14: Ulkusinduktion durch die Testbestrahlung nach fraktionierter Bestrahlung mit oder
ohne BIBX1382BF- und KGF-Behandlung
Die Dosis-Effekt-Kurven werden mittels Probit-Analyse berechnet. Die Gabe von
BIBX1382BF ergibt keine signifikante Modifikation der Dosis-Effekt-Kurve gegenüber der
alleinigen Bestrahlung. Es besteht jedoch ein signifikanter Unterschied bei der Behandlung
mit KGF gegenüber der alleinigen Bestrahlung F1/1 (p=0,0003) und auch gegenüber der
Behandlung mit BIBX1382BF (p=0,0049). Die Punkte stellen die Ulkusinzidenzen dar. Die
Fehlerbalken zeigen den 95%-Vertrauensbereich der ED50-Werte. Die fraktionierte Dosis von
5x3 Gy wird bei der Darstellung nicht berücksichtigt.
4.3.3 Bestrahlung mit 10x3 Gy und Applikation von BIBX1382BF ohne/mit KGF
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
Tab. 15: Ergebnisse der Bestrahlung mit 10x3 Gy und Applikation von BIBX1382BF oh-
ne/mit KGF im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung (SD: Standard-
abweichung)
ED50
[Gy]
σ1
[Gy]
pDosis2 pvs.3
Kontrolle
Latenz4
[Tage]
SD
[Tage]
Dauer
[Tage]
SD
[Tage]
10x3 Gy
Kontrolle (F2/1) 6,5 1,9 0,0001 - 6,0 0,8 2,7 1,0
10x3 Gy
BIBX1382BF (F2/2) 7,6 1,6 0,0008 0,2263 5,3 0,5 2,5 0,7
10x3 Gy, KGF
BIBX1382BF (F2/3)  12,3 0,9 0,0004 <0,0001 8,7 1,0 3,1 0,9
1
 Standardabweichung (σ) der ED50;
2
 Dosisabhängigkeit der Reaktion;
3
 Unterschied zum Kontrollversuch;
4
 bezogen auf den Tag der Testbestrahlung
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Bestrahlung mit 10x3 Gy und Applikation von BIBX1382BF (Versuch F2/2)
Die fraktionierte Schnauzenbestrahlung im Versuch F2/2 erfolgt mit 10 Fraktionen über 2
Wochen mit einer Dosis von je 3 Gy. An Tag 14 findet die lokale Testbestrahlung mit gestaf-
felten Dosen statt. An den Tagen 0-14 wird BIBX1382BF in einer Dosis von 50 mg/kg etwa
30 min nach Bestrahlung oral verabreicht. Die Ergebnisse sind im Vergleich zur alleinigen
fraktionierten Bestrahlung über 2 Wochen in Tabelle 15 aufgeführt.
Die Dosis-Effekt-Kurve ist gut definiert (Abb. 15). Der ED50-Wert beträgt 7,6±1,6 Gy mit ei-
nem 95%-Vertrauensbereich von 6,0-8,9 Gy. Die Dosisabhängigkeit der Reaktion ist signifi-
kant (Probit-Analyse, p=0,0008). Die Kurve unterscheidet sich nicht signifikant von derjeni-
gen für die alleinige Bestrahlung (p=0,2263). Die mittlere Latenzzeit beträgt 5,3±0,5 Tage
und ist gegenüber der Kontrolle (6,2±0,8 Tage) signifikant reduziert (p<0,0001). Die Ulkus-
dauer beträgt 2,5±0,8 Tage und ist nicht signifikant verschieden von derjenigen nach alleini-
ger Bestrahlung.
Bestrahlung mit 10x3 Gy, Applikation von BIBX1382BF und KGF (F2/3)
In diesem Versuch wird die kombinierte Wirkung von BIBX1382BF und KGF auf die Strah-
lenreaktion der Zungenunterseite nach zweiwöchiger fraktionierter Bestrahlung untersucht.
Der EGFR-Inhibitor wird an den Tagen 0-14 in einer Dosis von 50 mg/kg etwa 30 min nach
Bestrahlung oral verabreicht. KGF wird an Tag –3 in einer Dosis von 15 mg/kg, an Tag 4 in
einer Dosis von 22,5 mg/kg und an Tag 11 in einer Dosis von 15 mg/kg etwa 1 Stunde vor
Bestrahlung subkutan appliziert. Die Testbestrahlung erfolgt an Tag 14 mit gestaffelten Do-
sen.
Die Dosis-Effekt-Kurve ist gut definiert (Abb. 15). Der ED50-Wert beträgt 12,3±0,9 Gy mit ei-
nem 95%-Vertrauensbereich von 11,3-13,3 Gy (Tab. 15). Die Dosisabhängigkeit der Reakti-
on ist signifikant (Probit-Analyse, p=0,0004). Gegenüber der alleinigen Bestrahlung
(p<0,0001) wie auch gegenüber der Bestrahlung und Gabe von BIBX1382BF (p<0,0001)
führt die zusätzliche Applikation von KGF zu einer signifikanten Zunahme der isoeffektiven
Dosen. Die ED50 entspricht nahezu derjenigen nach alleiniger Einzeitbestrahlung
(ED50=11,9±1,4).
Die mittlere Latenzzeit beträgt 8,7±1,1 Tage. Gegenüber der alleinigen Bestrahlung
(p<0,0001) wie auch gegenüber der Bestrahlung und Gabe von BIBX1382BF (p<0,0001) ist
die Latenz signifikant länger. Als mittlere Ulkusdauer werden 3,1±0,9 Tage ermittelt.
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Abb. 15: Dosisabhängigkeit der Strahlenreaktion nach fraktionierter Bestrahlung über 2
Wochen mit oder ohne BIBX1382BF- und KGF-Behandlung und folgender Testbe-
strahlung.
Die Punkte stellen die Ulkusinzidenzen dar. Die Fehlerbalken verdeutlichen den 95%-
Vertrauensbereich der ED50-Werte. Die fraktionierte Dosis von 10x3 Gy wird bei der Darstel-
lung nicht berücksichtigt. Die Applikation von BIBX1382BF führt gegenüber der alleinigen
Bestrahlung zu keiner signifikanten Verschiebung der Dosis-Effekt-Kurve. Für die zusätzliche
KGF-Gabe ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) sowohl gegenüber der alleini-
gen Bestrahlung, als auch gegenüber der Bestrahlung und Gabe von BIBX1382BF.
4.4 Histomorphologie des bestrahlten Epithels
4.4.1 Einzeitbestrahlung
Die histologische Darstellung von unbehandeltem Epithel erfolgt bereits in Kap. 2.6.3. (Abb.
1). Nach einer Einzeit-Strahlenexposition kommt es histomorphologisch zu einer Vergröße-
rung der Einzelzellen. Die Kerne zeigen ab Tag 2 morphologische Veränderungen in Form
von Karyopyknose, Karyorhexis, vereinzelt auch Karyolysis. Es sind zwei- und mehrkernige
Zellen vorhanden. Das Maximum dieser Veränderungen findet sich an den Tagen 6-8 und ist
zuerst in den germinativen Epithelschichten zu beobachten. Anschließend migrieren die ab-
normalen Zellen in die oberen Zellschichten. Es entstehen Veränderungen in der Keratinisie-
rung, was sich einerseits in der Dickenzunahme der Keratinschicht und andererseits durch
die Anwesenheit von kernhaltigen Zellen (Parakeratose) im Stratum corneum zeigt. In den
oberen Lagen des Stratum corneum kommt es gleichzeitig zu einer Auflockerung, so dass
die Oberfläche sehr uneben (‚ausgefranst‘) erscheint.
Am Tag 9 nach Einzeitbestrahlung löst sich die Epithelschicht an einigen Stellen auf. Histo-
logisch zeigt sich die Ulzeration ab Tag 10 als vollständiger fokaler Zellverlust (Abb. 16). Der
Defekt ist von einer Pseudomembran aus Fibrin und Zelldetritus bedeckt. Die Regeneration
des Epitheldefektes beginnt schnell von den Rändern des Expositionsfeldes aus. Nach einer
kurzen Phase mit hyperplastischem Epithel kommt es zur vollständigen Ausheilung der Ul-
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zeration. Ab Tag 8 ist bereits eine Hyperplasie des nicht strahlenexponierten Epithels am
Rande des Bestrahlungsfeldes zu sehen.
Abb. 16: Ulkus der Mundschleimhaut im histologischen Bild (HE-Färbung)
Im Bestrahlungsfeld (in der Abb. links) findet sich ein vollständiger Verlust des Epithels. Der
Defekt ist von Zellresten und Fibrin bedeckt. Die Basalmembran ist zerstört. Am Rand des
Ulkus (in der Abb. rechts), zeigen sich die Veränderungen des bestrahlten Epithels: verrin-
gerte Zelldichte, mehrkernige Zellen und zytomorphologische Abnormalitäten (Quelle:
DÖRR).
4.4.2 Fraktionierte Bestrahlung
Abbildung 17 zeigt einen histologischen Schnitt des Zungenepithels nach Behandlung mit
einer Gesamtdosis von 30 Gy, d.h. nach 10x3 Gy innerhalb von 2 Wochen. Im Vergleich zum
unbehandelten Epithel (Abb. 1, Abschnitt 2.6.3) sind weder auffällige Veränderungen in der
Gesamtdicke des Epithels nachzuweisen, noch sind deutliche zelluläre Schäden in wesentli-
chem Ausmaß zu erkennen. Bis zum Ende der ersten bzw. zum Beginn der zweiten Be-
handlungswoche kommt es zu einer dosisabhängigen Reduktion der Gesamtzellzahl auf
55% nach 5x3 Gy und 50% nach 5x4 Gy. Im weiteren Verlauf bleiben die Werte – trotz fort-
gesetzter Bestrahlung – durchschnittlich bei 60-70% der Werte des unbehandelten Kontrol-
lepithels. An bestrahlungsfreien Wochenenden kommt es zu einem leichten Anstieg, auf den
jeweils im Verlauf der folgenden Woche wieder eine entsprechende Reduktion folgt. Die
Zellzahlen der Germinativschicht verhalten sich entsprechend denjenigen im Gesamtepithel.
In der funktionellen Schicht findet ab der zweiten Woche eine Restauration der Zellzahl statt.
Bei fortgesetzter Bestrahlung kommt es zu normalen bzw. erhöhten Zellzahlen. Die Zunah-
me der Gesamtzellzahl ist demzufolge im Wesentlichen auf eine Restauration der funktio-
nellen Epithelschichten und nicht auf eine Expansion der proliferativen Zellpopulation zu-
rückzuführen.
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Abb. 17: Histologisches Bild der Zungenschleimhaut nach Bestrahlung mit 10x3 Gy über 2
Wochen (HE-Färbung).
Die geschichtete Gewebsarchitektur sowie die normale Dicke des Epithels sind im Vergleich
zu unbestrahltem Epithel gut erhalten. Zytopathologische Veränderungen sind nicht in auffäl-
liger Ausprägung vorhanden.
4.5 Quantitative Auswertung
4.5.1 Unbehandelte Schleimhaut
Die mittlere Zellzahl im Epithel der Zungenunterseite beträgt 578±5 pro Millimeter Epithellän-
ge (Tab. 16). In der Germinativschicht befinden sich davon 75% der Zellen (431±6/mm), in
der Funktionsschicht 25% (147±5/mm). Gegen 10.00 Uhr, dem Zeitpunkt der Zungenent-
nahme, finden sich 0,5±0,1 Mitosen pro Millimeter Epithel sowie 139±49 TEC-3 positive Zel-
len. Insgesamt besitzt das Epithel eine durchschnittliche Dicke von 91±12 µm. Davon nimmt
die Germinativschicht 25% ein (23±2 µm), die Funktionsschicht mit 51±16 µm 56%. Der An-
teil der kernlosen Keratinschicht beträgt 19% (17±5 µm).
Tab. 16: Histologische Parameter im nativen Epithel (n=3)
Zellzahl/mm ± SEM Dicke ± SEM [µm]
Germinativschicht 431±6 23±2
Funktionsschicht 147±5   51±16
Keratinschicht     - 17±5
Gesamtes Epithel 578±5   91±12
Mitosen (10.00 Uhr)     0,5±0,1   -
Ki-67 positiv (TEC-3)   139±49   -
4.5.2 Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche über 1 oder 2 Wochen
In den Versuchen H1 und H2 wird die Zellzahl und die Dicke des Epithels unter fraktionierter
Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche bzw. 2 Wochen bestimmt. Zudem wird der Heilungsverlauf
(ohne Testbestrahlung) nach 5x3 Gy (Tag 0-4) bis zum Tag 10, nach 10x3 Gy (Tag 0-4, 7-
11) bis Tag 17 verfolgt. Dafür wird täglich bei drei Tieren um 10.00 Uhr die Zunge entnom-
men.
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4.5.2.1 Zellzahlen
Abbildung 18 zeigt die Veränderung der Zellzahl unter sowie nach fraktionierter Bestrahlung
mit 5x3 Gy an den Tagen 0-4. Die Einzelwerte finden sich in Tabelle 17 im Anhang.
Ab Tag 2 tritt eine deutliche Abnahme der Gesamtzellzahl ein, die in einem Minimum an Tag
6 mit 74% der Zellzahl des unbehandelten Gewebes mündet. In der Germinativschicht findet
sich die minimale Zellzahl von 72% an Tag 6 nach Beginn der Bestrahlung, entsprechend
einer Zellzahl von 311±6 pro mm Epithellänge. In der Funktionsschicht zeigt sich die Ab-
nahme der Zellzahl um ca. 1 Tag verzögert. Die geringste Zellzahl findet sich an Tag 6 und 7
mit 80%. Von Tag 6 bis 10 erfolgt eine Zunahme um insgesamt 144 Zellen/mm, entspre-
chend einer Steigerung um 36 Zellen/Tag. An Tag 10 ist das Epithel, bezogen auf die
Zellzahl, vollständig wiederhergestellt. Dies gilt auch für die Veränderungen in den einzelnen
Schichten.
Abbildung 19 zeigt die Veränderung der Zellzahl unter sowie nach fraktionierter Bestrahlung
mit 10x3 Gy an den Tagen 0-4 und 7-11. Die Einzelwerte finden sich in Tabelle 18 im An-
hang.
Ab der zweiten Woche der alleinigen fraktionierten Bestrahlung findet die Zellzahl ihr Mini-
mum an Tag 9 bei 360 Zellen/mm Epithellänge, entsprechend 62% des Ausgangsniveaus.
Im Zeitraum von Tag 9 bis 17 erfolgt eine Zunahme um 283 Zellen/mm, entsprechend einer
durchschnittlichen Zunahme von 31 Zellen/mm/Tag. Ab Tag 15 steigt die Zellzahl weiter
deutlich an und erreicht am Ende des Beobachtungszeitraums (Tag 17) mit 111% (643 Zel-
len/mm) Normalwerte.
In der Germinativschicht zeigen sich die gleichen Veränderungen analog zum Gesamtepit-
hel. Auch hier sind an Tag 9 die wenigsten Zellen mit 63% vorhanden. Die Funktionsschicht
dagegen zeigt einen weniger starken Rückgang der Zellzahl, ebenfalls mit dem niedrigsten
Wert an Tag 9.
In Versuch H1 wird weiterhin der Einfluss der alleinigen Gabe des EGFR-Inhibitors
BIBX1382BF bzw. die gemeinsame Applikation mit KGF auf die Zellzahl bei fraktionierter
Bestrahlung mit 5x3Gy/Woche untersucht. Abbildung 18 zeigt die Veränderung der Zellzahl
unter sowie nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy und der oralen Gabe von
BIBX1382BF. Die Einzelwerte finden sich in Tabelle 19 im Anhang.
Bei gleichzeitiger Gabe von BIBX1382BF verhält sich die Zellzahl fast gleichsinnig zur allei-
nigen Bestrahlung. Das Minimum an Zellen wird an Tag 5 mit 70% (405±26/mm Epithellän-
ge) gefunden. In der Heilungsphase bis zum Tag 10 ist die Ausgangszellzahl wieder erreicht.
Die Zunahme von 176 Zellen/mm zwischen Tag 6 und 10 ist mit 44 Zellen/Tag etwas höher
als bei der alleinigen Bestrahlung. In der Germinativschicht wird die niedrigste Zellzahl mit
283±14 Zellen, d.h. 66% der Zellen im Kontrollepithel an Tag 3 gefunden, und damit 3 Tage
früher und deutlicher ausgeprägt, als bei alleiniger Bestrahlung. In der Funktionsschicht zeigt
sich ein Minimum von 65% der Zellen an Tag 7. Damit entspricht der zeitliche Verlauf in die-
ser Schicht der alleinigen Bestrahlung. Das Ausmaß ist jedoch etwas stärker ausgeprägt.
Abbildung 18 zeigt die Veränderungen der Zellzahl unter sowie nach fraktionierter Bestrah-
lung mit 5x3 Gy, der Gabe von BIBX1382BF und KGF. Die Einzelwerte finden sich in Tabelle
20 im Anhang. Bei der zusätzlichen Gabe von KGF an Tag –3 wird eine leichte Zunahme der
ERGEBNISSE – Quantitative Auswertung
62
Zellzahlen an den Tagen 1 und 2 beobachtet. Dann folgt eine deutliche Reduktion mit einem
Minimum von 68% an Tag 4 und somit gegenüber der BIBX1382BF-Behandlung um 1 Tag
verzögert, jedoch in einem vergleichbaren Ausmaß. Die folgende Restitution erfolgt sehr
rasch und führt schon an Tag 5 zu Zellzahlen von 96% des Kontrollwertes. Bis zum Tag 10
findet sich eine Hyperplasie des Epithels mit Zellzahlen bis zu 126%. Es erfolgt somit zwi-
schen Tag 4 und 5 eine Zunahme um 158 Zellen, anschließend zwischen Tag 5 und 6 von
125 Zellen. KGF bewirkt somit, neben einer leichten Hyperplasie direkt nach der Injektion
eine deutliche Beschleunigung der Regenerationsvorgänge nach der maximalen (histologi-
schen) Ausprägung der Strahlenreaktion.
Im Unterschied zur Zellzahl im Gesamtepithel wird in der Germinativschicht in den ersten
Tagen keine Zunahme beobachtet. Der maximale Zellverlust ist an Tag 4 mit 65% der Zellen
vergleichbar zur Gesamtzellzahl. In der Funktionsschicht findet sich dagegen in den ersten
Tagen eine Zunahme der Zellzahl auf bis zu 148%.
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Abb. 18: Zellzahlen während und nach Bestrahlung mit 5x3 Gy
In der Abbildung sind die Veränderungen der Zellzahl im gesamten Epithel (obere Abb.) und
getrennt für die Germinativschicht (mittlere Abb.) und Funktionsschicht (untere Abb.) als
Mittelwert von je drei Tieren pro Tag dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler
(SEM). Der schraffierte Bereich kennzeichnet die Kontrolle mit Standardfehler. Das Bestrah-
lungsprotokoll (│) ist oberhalb der Abszisse angegeben.
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In Versuch H2 wird der Einfluss der alleinigen Gabe des EGFR-Inhibitors BIBX1382BF bzw.
die gemeinsame Applikation mit KGF auf die Zellzahl bei fraktionierter Bestrahlung mit
10x3Gy/2 Wochen untersucht. Abbildung 19 zeigt die Veränderung der Zellzahl unter sowie
nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy und der oralen Gabe von BIBX1382BF. Die Ein-
zelwerte finden sich in Tabelle 21 im Anhang.
Der Verlauf der Zellzahlen bei zusätzlicher Gabe von BIBX1382BF ist demjenigen nach al-
leiniger fraktionierter Bestrahlung vergleichbar. Das Minimum an Zellen ist schon an Tag 8
mit 362 Zellen/mm (63%) erreicht und bleibt bis zum Tag 14 auf annähernd gleichem Niveau.
Anschließend erfolgt ein deutlicher Anstieg auf 113% an Tag 17. Insgesamt kann ein Anstieg
von 291 Zellen/mm festgestellt werden, was einer täglichen Zunahme von 32 Zellen/mm ent-
spricht. Die Germinativschicht und die funktionelle Schicht zeigen gleiches Verhalten wie das
Gesamtepithel.
Bei der kombinierten Gabe von BIBX1382BF und KGF (Abb. 19) ist die Zellzahl an Tag 8 auf
einem hohen Niveau bei 671±34, was einer relativen Anzahl von 116% entspricht. Ihr Mini-
mum findet die Gesamtzellzahl an Tag 11 mit 77% der Ausgangszellzahl. An diesem Tag
wird die 3. Palifermininjektion verabreicht. Danach erfolgt ein steiler Anstieg auf supranor-
male Werte von 709±63 Zellen/mm Epithellänge (123%) an Tag 13. Bis zum 17. Tag bleiben
die Werte im bzw. geringfügig über dem Ausgangsniveau. Die Zellzahlen der Germinativ-
schicht und der funktionellen Schicht verhalten sich annähernd gleich zum Gesamtepithel.
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Abb. 19: Zellzahlen während und nach Bestrahlung mit 10x3 Gy
In der Abbildung sind die Veränderungen der Zellzahl im gesamten Epithel (obere Abb.) und
getrennt für die Germinativschicht (mittlere Abb.) und Funktionsschicht (untere Abb.) als
Mittelwert von je drei Tieren pro Tag dargestellt. Die Fehlerbalken verdeutlichen den Stan-
dardfehler (SEM). Der schraffierte Bereich kennzeichnet die Kontrolle mit Standardfehler.
Das Bestrahlungsprotokoll (│) mit 10x3 Gy ist oberhalb der Abszisse angegeben.
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4.5.2.2 Epitheldicken
In Abbildung 20 sind die Veränderungen der Dicke des Gesamtepithels der Zungenunter-
seite im zeitlichen Verlauf bei fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche dargestellt. Die
Werte sind im Einzelnen in Tabelle 23 (Anhang) zusammengefasst.
Abb. 20: Gesamtepitheldicke während und nach Bestrahlung mit 5x3 Gy
In der Abbildung ist der Verlauf der Epitheldicke als Mittelwert von je drei Tieren pro Tag
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Bei der alleinigen Gabe von
BIBX1382BF (50 mg/kg, Tag 0-7) in Verbindung mit Bestrahlung sind kaum Veränderungen
im Vergleich zur Kontrolle zu finden. Die kombinierte Gabe von fraktionierter Bestrahlung
BIBX1382BF und KGF (15 mg/kg an Tag –3, 22,5 mg/kg an Tag +4) führt zu einem signifi-
kanten Anstieg der Dicke an Tag 2 sowie den Tagen 5-8. Der schraffierte Bereich kenn-
zeichnet die Kontrolle mit Standardfehler.
Bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung nimmt die Dicke des Epithels in den ersten Tagen bis
auf 66% ab. An Tag 5 ist ein Anstieg der Epitheldicke auf Normalwerte zu verzeichnen, bis
zum Tag 10 bleiben die Werte normal bis subnormal.
In Abbildung 23 sind die einzelnen Epithelschichten getrennt dargestellt. Die Germinativ- und
funktionelle Schicht nehmen gleichermaßen geringfügig ab. Die Germinativschicht hat sich
schon an Tag 2 wieder erholt, dagegen zeigt die funktionelle Schicht erst an Tag 5 wieder
Werte des nativen Epithels. Am letzten Beobachtungstag haben beide Schichten wieder
Ausgangsstärke erreicht. Die Keratinschicht dagegen zeigt bis zum Tag 6 eine Dickenzu-
nahme. Bis zum Tag 10 sind die Werte wieder auf die des nativen Epithels gefallen.
Tage nach Bestrahlungsbeginn
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In Abbildung 21 sind die Veränderungen der Dicke des Epithels der Zungenunterseite im
zeitlichen Verlauf bei fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen dargestellt. Die Werte
sind im Einzelnen in Tabelle 24 (Anhang) zusammengefasst.
Abb. 21: Gesamtepitheldicke während und nach Bestrahlung mit 10x3 Gy
In der Abbildung sind die Veränderungen der Epitheldicke als Mittelwert von je drei Tieren
pro Tag dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Bei der alleinigen Gabe
von BIBX1382BF (50 mg/kg, Tag 0-7) sind geringere Epitheldicken vorhanden, als bei allei-
niger Bestrahlung, aber immer noch höhere Werte im Vergleich zur Kontrolle. Die kombi-
nierte Gabe von BIBX1382BF und KGF (15 mg/kg an Tag –3 und 11, 22,5 mg/kg an Tag +4)
führt zu einem signifikanten Anstieg der Epitheldicke an den Tagen 8-9 und 13-16. Der
schraffierte Bereich kennzeichnet die Kontrolle mit Standardfehler.
Bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung ist schon an Tag 8 eine Dickenzunahme auf 131%
gegenüber dem nativen Epithel vorhanden. Anschließend erfolgt eine Verdopplung der Dicke
bis zum Tag 12. Nach einem leichten Rückgang steigt die Gesamtdicke bis Tag 17 auf
221%.
In Abbildung 23 wird der Anteil jeder einzelnen Schicht am Gesamtepithel dargestellt. Die
Dicke der Germinativschicht bleibt an Tag 8 bis 14 geringfügig unter bzw. auf dem Niveau
des unbehandelten Epithels. Erst an Tag 15 und 16 ist eine Zunahme auf über 120% festzu-
stellen, die an Tag 17 wieder leicht abfällt. Die Funktionsschicht zeigt außer an Tag 8 über
den gesamten Beobachtungszeitraum höhere Werte. Die Werte der Keratinschicht bewegen
sich zwischen 60-101 µm, d.h. es wird an Tag 17 fast das Sechsfache des Normalwertes
erreicht. Demzufolge trägt die Keratinschicht den größten Anteil an der Dickenzunahme.
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In einem weiteren Versuchsarm wird der Einfluss der alleinigen Gabe des EGFR-Inhibitors
BIBX1382BF bzw. die gemeinsame Applikation mit KGF auf die Epitheldicke bei fraktionier-
ter Bestrahlung mit 5x3Gy/Woche untersucht. Die histologischen Abbildungen 22 verdeutli-
chen die Veränderungen der Dicke des Epithels nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3Gy.
In Abbildung 23 sind die Veränderungen der Dicke des Gesamtepithels der Zungenunter-
seite im zeitlichen Verlauf bei fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche dargestellt.
Abb. 22: Histologisches Bild an Tag 7 nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy
Die linke Abbildung zeigt das Epithel nach alleiniger fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy. Im
mittleren Bild bei gleicher Vergrößerung ist keine Veränderung der Epitheldicke nach
BIBX1382BF-Behandlung sichtbar. Die zusätzliche Gabe von KGF führt zu einer deutlichen
Dickenzunahme (rechtes Bild).
Im Einzelnen sind die Werte der Epitheldicke unter sowie nach fraktionierter Bestrahlung mit
5x3 Gy und der alleinigen Gabe von BIBX1382BF in Tabelle 25 (Anhang) zusammengefasst.
 5x3 Gy 5x3 Gy, BIBX 5x3 Gy, BIBX + KGF
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Abb. 23: Dicke der einzelnen Epithelschichten
Die Graphen zeigen die Mittelwerte von je drei Tieren pro Tag. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler (SEM) dar. Bei kombinierter Gabe von BIBX1382BF und KGF kommt es am
Tag 6 zu einer deutlichen Erhöhung der Dicke aller drei Schichten im Vergleich zur alleinigen
Bestrahlung bzw. zusätzlichen Gabe von BIBX1382BF. Der schraffierte Bereich kennzeich-
net die Kontrolle mit Standardfehler. Das Bestrahlungsprotokoll (│) mit 5x3 Gy ist oberhalb
der Abszisse angegeben.
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Die Gabe von BIBX1382BF führt zu keinen wesentlichen Veränderungen im Vergleich zum
ausschließlich bestrahlten Epithel.
Abbildung 23 zeigt die Veränderung der Epitheldicke unter sowie nach fraktionierter Be-
strahlung mit 5x3 Gy, der Gabe von BIBX1382BF und KGF. Die Einzelwerte finden sich in
Tabelle 26 im Anhang.
Im Vergleich zur alleinigen Gabe von BIBX1382BF kann bei der zusätzlichen Gabe von KGF
schon an den Tagen 1 und 2 ein Anstieg der Epitheldicke auf 131% festgestellt werden. Da-
nach erfolgt ein leichter Rückgang, bis sich nach der KGF-Injektion an Tag +4 die Epitheldi-
cke an Tag 6 verdoppelt. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums sinken die Werte wie-
der, bleiben aber bis Tag 10 erhöht. Germinativ-, Funktions- und Keratinschicht spiegeln den
Verlauf des Gesamtepithels wider. Im Gegensatz zur alleinigen Behandlung mit
BIBX1382BF, bei der keinerlei nennenswerte Erhöhung der Epitheldicke stattfindet, kann ab
Tag 4 in der Germinativ- und ab Tag 5 in den anderen beiden Schichten ein deutlicher An-
stieg beobachtet werden. Die Dicke der Germinativschicht bleibt am Ende der Beobach-
tungszeit deutlich über dem Ausgangsniveau. Die funktionelle Schicht erreicht die Werte des
nativen Epithels. Die Dicke der Keratinschicht bleibt bis Tag 10 auf hohem Niveau.
Ein weiterer Teil des Versuchs untersucht den Einfluss der alleinigen Gabe des EGFR-
Inhibitors BIBX1382BF bzw. der gemeinsamen Applikation mit KGF auf die Epitheldicke bei
fraktionierter Bestrahlung mit 10x3Gy/2 Wochen. Die histologischen Abbildungen 24 veran-
schaulichen die Veränderungen der Dicke des Epithels bei fraktionierter Bestrahlung mit
10x3 Gy.
In Abbildung 25 sind die Veränderungen der Dicke des Gesamtepithels der Zungenunter-
seite im zeitlichen Verlauf dargestellt. Die Einzelwerte unter sowie nach fraktionierter Be-
strahlung mit 10x3 Gy und der alleinigen Gabe von BIBX1382BF finden sich in Tabelle 27 im
Anhang.
Abb. 24: Histologisches Bild an Tag 13 nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy
Die linke Abbildung zeigt das Epithel nach alleiniger fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy.
Im mittleren Bild bei gleicher Vergrößerung ist eine Abnahme der Epitheldicke nach
BIBX1382BF-Behandlung sichtbar. Die rechte Abbildung zeigt eine deutliche Dickenzunah-
me des Epithels nach zusätzlicher Gabe von rHuKGF.
     10x3 Gy        10x3 Gy, BIBX  10x3 Gy, BIBX/KGF
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Abb. 25: Dicken der einzelnen Epithelschichten
Die Graphen zeigen die Mittelwerte von je drei Tieren pro Tag. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler (SEM) dar. Bei kombinierter Gabe von BIBX1382BF und KGF zeigt sich in
allen drei Schichten im Vergleich zu den anderen Versuchsarmen eine deutliche Erhöhung
der Dicke. Der schraffierte Bereich kennzeichnet die Kontrolle mit Standardfehler. Das Be-
strahlungsprotokoll (│) mit 10x3 Gy ist oberhalb der Abszisse angegeben.
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Bei der Behandlung mit BIBX1382BF ist die anfängliche Zunahme der Epitheldicke im Ver-
gleich zur alleinigen Bestrahlung deutlich geringer ausgeprägt. Am Ende des Beobachtungs-
zeitraums kann jedoch in beiden Versuchsarmen eine Verdopplung der Epitheldicke festge-
stellt werden.
Germinativ- und Funktionsschicht zeigen wie bei der alleinigen Bestrahlung nahezu unver-
änderte bzw. geringgradig niedrigere Werte. Nur an den Tagen 16 und 17 können mäßig
erhöhte Werte gefunden werden. Im Gegensatz dazu ist die Dicke der Keratinschicht über
den gesamten Zeitraum sowohl mit als auch ohne BIBX1382BF um das 4- bzw. 5-fache er-
höht.
Abbildung 25 zeigt im Einzelnen die Werte der Epitheldicke unter sowie nach fraktionierter
Bestrahlung mit 10x3 Gy, der Gabe von BIBX1382BF und KGF. Die Einzelwerte finden sich
in Tabelle 28 im Anhang.
Die Gabe von KGF führt über den gesamten Untersuchungszeitraum zu einer signifikanten
Steigerung der Epitheldicke im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung und besonders gegen-
über der Gabe von BIBX1382BF. Nach der Palifermingabe an Tag 11 wird zwei Tage später
der Maximalwert gemessen.
Sowohl die Germinativ- als auch die Funktionsschicht zeigen fast durchweg Werte über
100%, mit einem Maximum an Tag 13. Im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung bzw. zusätzli-
chen Gabe von BIBX1382BF sind beide Schichten dicker. Ab Tag 14 besitzt die Germinativ-
schicht aber vergleichbare Werte. Am Ende der Untersuchungen haben die Schichten wieder
Normalwerte erreicht. Den Hauptanteil an der Dickenzunahme trägt die Keratinschicht. Mit
einer Zunahme über das 6fache während des Beobachtungszeitraums, an Tag 13 sogar bis
zum 10fachen, sind die Werte deutlich höher als in den anderen Versuchsarmen. An Tag 17
hat die Dicke der Keratinschicht das gleiche Niveau wie bei der alleinigen Bestrahlung bzw.
zusätzlichen Gabe von BIBX1382BF.
4.5.2.3 Zellvolumen
Die Palifermingabe ruft einerseits eine Zunahme der Zellzahl und andererseits eine Dicken-
zunahme der germinativen und funktionellen Epithelschichten hervor.
In Abbildung 26 ist das Zellvolumen der Germinativschicht im Vergleich der alleinigen frak-
tionierten Bestrahlung mit der zusätzlichen Gabe von BIBX1382BF ohne/mit KGF dargestellt.
Im Einzelnen sind die Werte des relativen Zellvolumens in Tabelle 29 und 30 (Anhang) zu-
sammengefasst.
Bei der alleinigen fraktionierten Bestrahlung mit 5x3 Gy steigt das relative Zellvolumen auf
135% an Tag 2 und bleibt bis zum Tag 6 etwa auf diesem Niveau. An Tag 7 liegen die Zell-
volumina wieder im Normalbereich. Bei der zusätzlichen Behandlung mit BIBX1382BF ver-
halten sich die Zellvolumina wie bei der alleinigen Bestrahlung. Durch die kombinierte Be-
handlung von BIBX1382BF und KGF steigen die Zellvolumina bis zum Tag 5 stetig an und
erreichen Werte von 180%. Ab Tag 8 liegen die Werte wie bei der alleinigen Bestrahlung
bzw. zusätzlichen Gabe von BIBX1382BF ebenfalls wieder im Normalbereich.
Bei der alleinigen fraktionierten Bestrahlung mit 10x3 Gy und auch bei der zusätzlichen Gabe
von BIBX1382BF liegen die Werte des relativen Zellvolumens von Tag 8 bis 17 alle über den
normalen Werten, im Bereich von 110 bis 140%. An Tag 17 haben die Volumina wieder
Ausgangswerte erreicht. Die kombinierte Behandlung mit BIBX1382BF und KGF zeigt von
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Tag 8 bis 13 etwas höhere Werte als in den anderen Versuchsarmen, um an Tag 5 und 6 ein
Maximum von 166% zu erreichen. An Tag 17 liegen die Werte wieder im Normalbereich.
In Abbildung 27 ist das Zellvolumen der Funktionsschicht im Vergleich der alleinigen fraktio-
nierten Bestrahlung mit der zusätzlichen Gabe von BIBX1382BF ohne/mit KGF dargestellt.
Im Einzelnen sind die Werte des relativen Zellvolumens in Tabelle 29 und 30 (Anhang) zu-
sammengefasst.
Bei der alleinigen fraktionierten Bestrahlung mit 5x3 Gy fällt das relative Zellvolumen bis Tag
4 auf Werte um 50%. An Tag 5 und 6 liegen die Zellvolumina im Normalbereich. Anschlie-
ßend sinken sie bis Tag 10 auf 70%. Bei der zusätzlichen Behandlung mit BIBX1382BF sinkt
das Zellvolumen an Tag 1 auf 52%. Danach liegen die Werte im subnormalen bis normalen
Bereich. Auch bei der kombinierten Behandlung mit BIBX1382BF und KGF zeigt sich an Tag
1 ein Zellvolumen von 60%. Bis Tag 6 erfolgt ein Anstieg auf 143%. An Tag 7 liegen die
Werte wieder im Normalbereich.
In der zweiten Bestrahlungswoche findet sich in allen drei Versuchsarmen ein Anstieg des
Zellvolumens. Bei der alleinigen fraktionierten Bestrahlung liegt das Zellvolumen an Tag 9
bei 173% und steigt an Tag 12 bis auf 210%. Bis Tag 17 bleiben die Werte bei 150%. Durch
die zusätzliche Gabe von BIBX1382BF erfolgt an Tag 8 ein Anstieg auf 174%. Ab Tag 12
liegen die Werte im supranormalen Bereich. Die kombinierte Gabe von BIBX1382BF und
KGF führt an Tag 11 zu einem Zellvolumen von 190%. Bis Tag 17 bleiben die Werte wie bei
der alleinigen Bestrahlung im Bereich von 150%.
Abb. 26: Relatives Zellvolumen nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy (linke Abb.) und
10x3 Gy (rechte Abb.) in der Germinativschicht
Beide Abbildungen zeigen einen im Vergleich zur Bestrahlung mit oder ohne BIBX1382BF
Anstieg des Zellvolumens nach Palifermingabe. In der linken Abbildung (5x3 Gy) findet sich
eine deutliche Zunahme von Tag 4-6. Bei der Behandlung mit 10x3 Gy (rechte Abb.) auch
von Tag 11-13. Das Bestrahlungsprotokoll (│) mit 5x3 Gy bzw. 10x3 Gy ist oberhalb der Ab-
szisse angegeben.
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Abb. 27: Relatives Zellvolumen nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy (linke Abb.) und
10x3 Gy (rechte Abb.) in der Funktionsschicht
In der linken Abbildung (5x3 Gy) ist bis Tag 4 in allen Versuchsarmen ein deutlicher Rück-
gang des Zellvolumens zu beobachten. Nach Palifermingabe an Tag 4 kommt es bis zum
Tag 6 zu einem Anstieg. Die rechte Abbildung (10x3 Gy) zeigt eine deutliche Zunahme des
Zellvolumens während der zweiten Bestrahlungswoche. Das Bestrahlungsprotokoll (│) mit
5x3 Gy bzw. 10x3 Gy ist oberhalb der Abszisse angegeben.
4.6 Proliferationsuntersuchungen
Zur Untersuchung der Wirkung von BIBX1382BF ohne/mit KGF auf die Proliferation wird die
Zahl an Ki-67 positiven Zellen nach immunhistochemischer Färbung mit dem Antikörper
TEC-3 bestimmt (Abb. 28).
Daneben erfolgt die Zählung der Mitosefiguren in den HE-gefärbten Präparaten.
Abb. 28: Ki-67 positive Zellen bei der immunhistochemischen Darstellung mit TEC-3
Die Färbung erfolgt nach der Avidin-Biotin-Methode mit dem spezifischen Antikörper TEC-3
gegen das Antigen Ki-67. Die positiv braun gefärbten Zellen markieren die aktiv proliferie-
renden Zellen (späte G1-, S- und G2-Phase).
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4.6.1 Bestrahlung mit 5x3 Gy über 1 Woche
Bei der Entnahme der Zungen um 10.00 Uhr werden im unbestrahlten Epithel 0,5±0,1 Mito-
sefiguren pro Millimeter Epithellänge sowie 139±49 Ki-67-positive Zellen pro mm Epithellän-
ge gefunden (siehe Kap. 4.5.1).
Die Zahl der Ki-67 positiven Zellen während des Untersuchungszeitraums bei fraktionierter
Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche ist in Abbildung 29 dargestellt.
Abb. 29: Zahl der Ki-67 positiven Zellen
Die Abbildung illustriert die Veränderungen der Zahl der Ki-67 positiven Zellen während und
nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy. Die Fehlerbalken stehen für den Standardfehler
(SEM). Der schraffierte Bereich kennzeichnet die Werte der Kontrolle ± Standardfehler. Das
Bestrahlungsprotokoll (│) mit 5x3 Gy ist am oberen Rand der Abbildung angegeben.
Bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung mit einer Dosis von 5x3 Gy kommt es zu einer star-
ken Reduktion der Ki-67 positiven Zellen an den ersten beiden Tagen auf 35%. Danach er-
holt sich die Anzahl langsam wieder und entspricht von Tag 3-9 dem Kontrollwert. An Tag 10
kann im Vergleich zum unbestrahlten Epithel eine deutliche Steigerung der Anzahl bis auf
220 Zellen pro mm Epithellänge, dass entspricht 158% des Kontrollwertes, gefunden wer-
den.
Die zusätzliche Gabe von BIBX1382BF führt im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung zu einer
deutlich stärkeren Reduktion der Ki-67 positiven Zellen auf 9% (13/mm) an Tag 2. An Tag 5
wird das Ausgangsniveau wieder erreicht. Bei der kombinierten Gabe von BIBX1382BF und
KGF erfolgt ein fast vollständiger Rückgang der Zellzahl von Tag 1-3 mit einem Minimum von
3 Zellen/mm Epithellänge (2%) an Tag 2.
Die Mitosezahlen während des Untersuchungszeitraums bei fraktionierter Bestrahlung mit
5x3 Gy/Woche sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abb. 30: Zahl der Mitosen
Die Abbildung illustriert die Veränderungen der Zahl der Mitosefiguren bei fraktionierter Be-
strahlung mit 5x3 Gy. Die Fehlerbalken stehen für den Standardfehler (SEM). Der schraf-
fierte Bereich kennzeichnet die Kontrolle mit Standardfehler. Das Bestrahlungsprotokoll (│)
mit 5x3 Gy ist am oberen Rand der Abbildung angegeben.
Bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung mit einer Dosis von 5x3 Gy steigt die Zahl der Mito-
sen unter Bestrahlung bis zum Tag 4 auf 1,5-2 Mitosen/mm Epithellänge an. Bis zum Tag 10
kann durchschnittlich 1 Mitose/mm Epithellänge gezählt werden, im Vergleich zum unbehan-
delten Epithel mit 0,5±0,1 Mitosen/mm.
Bei zusätzlicher Gabe von BIBX1382BF sinkt die Mitosezahl im Gegensatz zur alleinigen
Bestrahlung an den Tagen 1 und 2 fast auf 0. Bis zum Tag 4 steigt sie wieder auf etwa 0,5
Mitosen/mm. Bis zum Tag 10 kann wie bei der alleinigen Bestrahlung 1 Mitose/mm Epithel-
länge pro Tag gefunden werden.
Auch die kombinierte Gabe von BIBX1382BF und KGF führt zu keiner wesentlichen Erhö-
hung der Mitosezahl. Bis zum Tag 4 bleibt die Anzahl eher auf Ausgangsniveau bis dann im
Gegensatz zu den anderen Versuchen die Zahl der Mitosen/mm Epithellänge an den Tagen
7 und 8 bis auf 1,5-2 Mitosen ansteigt. Der Anstieg erfolgt 3 Tage nach KGF-Applikation.
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4.6.2 Bestrahlung mit 10x3 Gy über 2 Wochen
Die Zahl der Ki-67 positiven Zellen während des Untersuchungszeitraums bei fraktionierter
Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen ist in Abbildung 31 dargestellt.
Abb. 31: Zahl der Ki-67 positiven Zellen
Die Abbildung illustriert die Veränderungen der Zahl der Ki-67 positiven Zellen während und
nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy. Die Fehlerbalken stehen für den Standardfehler
(SEM). Der schraffierte Bereich kennzeichnet die Werte der Kontrolle ± Standardfehler. Das
Bestrahlungsprotokoll (│) mit 10x3 Gy ist am oberen Rand der Abbildung angegeben.
Bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy werden in der 2. Woche der Bestrahlung
subnormale bis normale Werte gefunden. Im Anschluss zeigt sich im Vergleich zum unbe-
strahlten Epithel eine deutliche Steigerung der Anzahl bis auf 250 positive Zellen/mm Epit-
hellänge an Tag 16, was einer relativen Anzahl von 180% entspricht. Auch an Tag 17 ist
diese Erhöhung der Zellzahl noch vorhanden.
Die Gabe von BIBX1382BF verändert das Verhalten der Zellzahl gegenüber der alleinigen
Bestrahlung in der zweiten Woche nur unwesentlich. Auch hier erfolgt an Tag 8 ein geringer
Rückgang der Ki-67 positiven Zellen auf 68% (94/mm), gefolgt von subnormalen bis norma-
len Werten bis Tag 15. An Tag 16 zeigt sich ein Maximalwert von 307 Zellen/mm (221%).
Am letzten Tag sinkt die Anzahl der Ki-67 positiven Zellen wieder auf 214 Zellen/mm (154%),
was aber noch über dem Wert des unbehandelten Epithels liegt.
Bei der kombinierten Gabe von BIBX1382BF und KGF erfolgt der Anstieg der Anzahl positiv
gefärbter Zellen deutlich früher. Dem Rückgang der Anzahl auf die Hälfte (47%) der Zellzahl
des nativen Epithels bis zum Tag 9 folgt ein schneller Anstieg bis zum Tag 12 auf 134% (186
Zellen/mm). Bei diesem Experiment zeigen sich zwei Maxima mit etwa gleicher Anzahl Ki-67
positiver Zellen, an Tag 13 und 15 mit ca. 249 Zellen/mm (179%). Bis zum Tag 17 sinken die
Werte wieder auf Ausgangsniveau.
Die Mitosezahlen während des Untersuchungszeitraums bei fraktionierter Bestrahlung mit
10x3 Gy/2 Wochen sind in Abbildung 32 dargestellt.
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Abb. 32: Zahl der Mitosen
Die Abbildung illustriert die Veränderungen der Zahl der Mitosefiguren bei fraktionierter Be-
strahlung mit 10x3 Gy. Die Fehlerbalken stehen für den Standardfehler (SEM). Der schraf-
fierte Bereich kennzeichnet die Kontrolle mit Standardfehler. Das Bestrahlungsprotokoll (│)
mit 10x3 Gy ist am oberen Rand der Abbildung angegeben.
Die Mitosezahl unter alleiniger fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy unterliegt ausgepräg-
ten Schwankungen. Generell liegt sie mit mindestens 1 Mitose/mm Epithellänge über der
Zahl des unbehandelten Epithels. An den Tagen 11, 13 und 17 sind 1,5-2 Mitosen/mm Epi-
thellänge vorhanden.
Die zusätzliche Gabe von BIBX1382BF führt zu geringeren Schwankungen der Mitosezahl
im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung. Außer an den Tagen 8 und 10 mit 0,5
Mitosen/mm, entsprechend dem unbehandelten Epithel, kann 1 Mitose/mm Epithellänge
gefunden werden. Nur an Tag 16 sind 2 Mitosen/mm vorhanden.
Bei der gemeinsamen Gabe von BIBX1382BF und KGF ist an Tag 13, 2 Tage nach KGF-
Applikation, der Anstieg auf knapp 3 Mitosen/mm Epithellänge auffällig. Am Anfang der
zweiten Bestrahlungswoche können 0,5 Mitosen/mm wie im unbehandelten Epithel gezählt
werden. Ansonsten findet sich 1 Mitose/mm von Tag 10-17 wie bei der alleinigen Gabe von
BIBX1382BF.
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5 Diskussion
5.1 Klinischer Hintergrund
Die Inzidenz von oralen Tumoren beim Hund und bei der Katze wird mit 70,4 bzw. 45,4 pro
100.000 Tiere angegeben (KESSLER 2005). Bei diesen Tierarten zählen Krebserkrankun-
gen zu den Haupt-Todesursachen (EICHELBERG u. SEINE 1996). Im Jahr 2004 beträgt
beim Menschen die Zahl der Neuerkrankungen an bösartigen Veränderungen im Bereich der
Mundhöhle und des Rachens über 10.000 (GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLOGISCHEN
KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND 2008). Die Tumorerkrankungen stellen beim Men-
schen nach den Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die zweithäufigste Todesursache
in den Industrienationen dar (Achterberg et al. 2006).
Die Therapiemöglichkeiten von Kopf-Hals-Tumoren umfassen - neben der chirurgischen und
chemotherapeutischen Behandlung - auch die Bestrahlung, als sehr effektive Behandlungs-
form. In der Humanmedizin erhalten mehr als 50% der Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung
eine Strahlentherapie. Das Zielvolumen einer kurativen Strahlentherapie umfaßt grundsätz-
lich einen beträchtlichen Anteil gesunden Normalgewebes. Dies betrifft gesunde Strukturen
innerhalb des Tumors (z.B. Gefäße, verbleibendes Organparenchym), Gewebe in unmittel-
barer Umgebung des klinisch diagnostizierbaren Tumors, in denen eine Infiltration erwartet
werden muss, aber auch Gewebe und Organe in den Ein- und Austrittskanälen der Strah-
lung. Somit muss eine erfolgversprechende kurative Radiotherapie immer mit einer Expositi-
on eines nicht unbeträchtlichen Anteils von Normalgeweben mit signifikanten Dosen einher-
gehen. Als Folge dieser Strahlenexposition können frühe und chronische Nebenwirkungen
ausgelöst werden (DÖRR et al. 2005).
Eine der bedeutendsten frühen Nebenwirkungen im Kopf-Hals-Bereich ist die radiogene Mu-
kositis in der Mundhöhle. Nach der Applikation einer Gesamtdosis von 20 Gy kommt es nach
etwa neun Tagen zur Ausbildung einer ulzerativen radiogenen Mukositis, die oft dosislimitie-
rend ist (DÖRR 2003a, DÖRR et al. 2007, HERRMANN et al. 2006). Die schmerzhafte Sym-
ptomatik ist häufig ein Grund für die Unterbrechung der Therapie für 2 bis 4 Wochen. Die
frühe Schleimhautreaktion kann bei der Strahlentherapie in bis zu 86% der Fälle der Grund
für eine Behandlungspause sein (HERRMANN et al. 1994). Da vor allem bei Kopf-Hals-
Tumoren mit zunehmender Gesamtbehandlungszeit die Strahlentoleranz deutlich zunimmt,
kommt es durch Behandlungsunterbrechungen zu einer signifikanten Verschlechterung der
Heilungsaussichten (FOWLER u. LINDSTRÖM 1992, FU et al. 2000, OVERGAARD et al.
2003, SCHMIDT-ULLRICH u. MORRIS 2001). Der Grund dafür sind die in den Therapiepau-
sen ungestört ablaufenden Proliferationsprozesse der klonogenen Tumorzellen (SCHMIDT-
ULLRICH u. MORRIS 2001). Ein weiterer Aspekt der frühen Mukositis ist die Ausbildung von
konsekutiven Spätfolgen in Abhängigkeit von Dauer und Schweregrad der Frühreaktion
(DÖRR u. HENDRY 2001). In einer Studie von MACIEJEWSKI et al. (1990) werden 498 Pa-
tienten mit einer frühen Strahlenreaktion der Mundschleimhaut und 268 Patienten ohne eine
ausgeprägte Mukositis 18 Monate nach der Strahlentherapie untersucht. Das Auftreten von
späten Strahlenreaktionen korreliert signifikant mit dem Schweregrad der Frühreaktionen.
Ein weiterer, wichtiger Aspekt sind die hohen Kosten der Strahlenfolgen an der Mund-
schleimhaut. Kostenabschätzungen aus den USA, die in ihrer Größenordnung auch auf das
deutsche Gesundheitssystem übertragen werden können, gehen von mehreren tausend Eu-
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ro zusätzlicher Kosten pro Patient infolge der Schleimhautreaktion aus (DÖRR et al. 2008,
ELTING et al. 2007).
Aufgrund dieser klinischen Bedeutung der Mukositis ist es notwendig, Strategien zu entwi-
ckeln, um die frühe Schleimhautreaktion gezielt zu vermindern und so eine bessere Thera-
pieverträglichkeit für den Patienten zu erreichen. Des Weiteren sollten lange Behandlungs-
pausen verhindert, die Spätfolgen reduziert und zusätzliche Therapiekosten vermieden wer-
den. So könnte der therapeutische Erfolg einer Strahlenbehandlung in der Humanmedizin
verbessert werden (DÖRR et al. 2007). Gleiches gilt perspektivisch auch für die Tiermedizin.
Besitzer von krebskranken Hunden und Katzen sind oft aus der Presse und aus eigener Er-
fahrung gut informiert über die Behandlungsmöglichkeiten in der Humanmedizin. Dies führt
dazu, dass immer mehr Tierbesitzer sich nach Möglichkeiten zur optimalen Behandlung, ein-
schließlich einer Bestrahlung, ihres Tieres erkundigen und sich auch dazu entschließen. Das
ist der Grund dafür, dass in den letzten Jahren die Strahlentherapie als therapeutische Opti-
on in der Veterinärmedizin zunehmend nachgefragt wird. Mittlerweile bieten immer mehr
Universitäten und private Kliniken eine Strahlentherapie an (KANDEL 2004, KASER-HOTZ
2001, 2005, NIEMAND u. SUTER 2001).
Prinzipiell sind auch in der Veterinärmedizin kurative und palliative Bestrahlungsprotokolle zu
unterscheiden. Ein gängiges Protokoll in der Veterinärmedizin besteht in 10-12 Fraktionen
von 4 Gy nach einem Montag Mittwoch Freitag-Schema. Bei der Applikation von höheren
Dosen nach diesem Schema treten verstärkt Nebenwirkungen auf. Demzufolge wird ver-
sucht, Protokolle mit täglicher Bestrahlung, wie z.B. 15 mal 3,3 Gy in drei Wochen mit einer
Gesamtdosis von 49,5 Gy zu applizieren. Dies ist wiederum mit einer Belastung durch tägli-
che Narkosen und deutlich höheren Kosten verbunden (KASER-HOTZ 2001). Durch die ag-
gressiver werdenden Bestrahlungsprotokolle spielen die frühen und chronischen Nebenwir-
kungen und deren supportive Maßnahmen auch in der Veterinärmedizin eine immer größere
Rolle. Dabei können Erkenntnisse über supportive Maßnahmen bei Nebenwirkungen in der
Radio(chemo)therapie beim Menschen häufig in die Veterinärmedizin übertragen werden.
Die Mukositis im Kopf-Hals-Bereich beginnt unter täglicher Bestrahlung in der 2. Behand-
lungswoche und verschlimmert sich innerhalb von 1-2 Wochen bis hin zur konfluenten ul-
zerativen Form (siehe Kap. 2.5.1). Konsequenzen, wie Schmerzen, Schluckbeschwerden,
Verweigerung der Nahrungsaufnahme und dadurch Verlust von Körpergewicht, treten je
nach Schweregrad der Läsionen auf. Erst einige Wochen nach Ende der Strahlentherapie
sind die frühen Nebenwirkungen abgeheilt (GRIER u. MAYER 2007).
Die enorme klinische Bedeutung der oralen Mukositis bedingt die Notwendigkeit, diese Ne-
benwirkung im klinischen Alltag möglichst weit zu reduzieren. Von Seiten der Bestrahlungs-
planung ist auf eine Minimierung des bestrahlten Schleimhautvolumens zu achten. Beim
Vorliegen metallhaltiger Zahnimplantate, die mit einer massiven lokalen Dosiserhöhung in
Folge der Streustrahlung einhergehen, muss der Abstand der Schleimhaut durch soge-
nannte Retraktor-Zahnschienen gewährleistet werden. Von Seiten des Patienten bzw. der
Patientenbetreuung ist auf eine optimale Mundhygiene zu achten, in Verbindung mit mög-
lichst häufigen Mundspülungen. Dabei steht der Spülvorgang selbst im Vordergrund, die
Spüllösung ist von untergeordneter Bedeutung (DÖRR et al. 2008). Daneben gelten sym-
ptomatische Maßnahmen, wie eine ausreichende und angemessene Schmerzmedikation
sowie die antibiotische Versorgung als anerkannt. Trotz einer Vielzahl experimenteller und
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klinischer Untersuchungen mit durchaus viel versprechenden Ergebnissen hat jedoch bisher
keine gezielte mukoprotektive Strategie Eingang in die klinische Routine gefunden (DÖRR et
al. 2007, 2008).
Einen neuen, viel versprechenden Ansatz stellt die Verwendung von Wachstumsfaktoren wie
dem rekombinanten humanen Keratinozyten-Wachstumsfaktor (rHuKGF, Palifermin) dar
(DÖRR 2003a, DÖRR et al. 2007, FINCH u. RUBIN 2006). Keratinozyten-Wachstumsfaktor
bewirkt eine Beeinflussung der Proliferation und Differenzierung von Epithelzellen. Durch
den Einsatz von rHuKGF kann in präklinischen Untersuchungen eine signifikante Reduktion
der Schleimhautreaktion nach Einzeit- und nach fraktionierter Bestrahlung sowie nach Ra-
diochemotherapie nachgewiesen werden (DÖRR 2003a, DÖRR et al. 2001, 2002a). Somit
stellt rHuKGF ein viel versprechendes Mittel für den Einsatz zur Verminderung der Mukositis
dar. In klinischen Studien zur Reduktion der Mukositis bei der Konditionierungsbehandlung
vor Stammzelltransplantation ist die Wirksamkeit bereits nachgewiesen worden
(SPIELBERGER et al. 2004). Vergleichbar positive Daten liegen für eine Phase III-Studie bei
der postoperativen Radiochemotherapie fortgeschrittener Kopf-Hals-Tumoren vor (HENKE et
al. 2008).
Der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und sein Rezeptor (EGFR) sind beteiligt an der Re-
gulation von regenerativen und Strahlenresistenz-steigernden Prozessen in Tumoren wäh-
rend fraktionierter Radiotherapie. EGFR ist in einer Vielzahl von Tumoren konstitutiv überex-
primiert. Aus diesem Grund werden nach dem positiven Verlauf klinischer Studien
(CAPONIGRO 2004, HARARI u. HUANG 2004, MILAS et al. 2000) verschiedene EGFR-
Inhibitoren zur Verbesserung des Erfolgs der Radiotherapie eingesetzt. Dazu zählen Re-
zeptor-Antikörper wie Cetuximab und Panitumumab und auch Rezeptor-Tyrosinkinase-
Inhibitoren wie Gefitinib, Erlotinib und Lapatinib.
Immunhistochemische Studien zeigen einen Anstieg der EGF- und EGFR-Expression in der
murinen Mundschleimhaut während fraktionierter Bestrahlung (DÖRR 2000, DÖRR et al.
2007a, KASE 2001). Somit besteht die Möglichkeit, dass das EGF/EGFR-System in die Re-
gulation von Regenerationsvorgängen in diesem Normalgewebe einbezogen ist. Der Einfluss
einer Inhibition des EGFR mittels des spezifischen Tyrosinkinase-Inhibitors BIBX1382BF
wird in der vorliegenden Studie an der Zungenschleimhaut der Maus dargestellt. Weiterhin
wird eine mögliche Interaktion der EGFR-Blockade mit der mukoprotektiven Wirkung von
rHuKGF untersucht.
5.2 Funktionelle Untersuchungen
Ein geeignetes und anerkanntes tierexperimentelles Modell zur Untersuchung der Strahlen-
reaktion der Mundschleimhaut ist die Zungenunterseite der Maus (DÖRR 1987). Die zellki-
netischen Parameter, das Proliferationsverhalten und die Strahlenreaktion der Mundschleim-
haut von Mensch und Maus sind im Wesentlichen vergleichbar (DÖRR et al. 1994a). Die
Strahlenantwort wird durch die gleichen intra-, interzellulären und parakrinen Einflüsse be-
stimmt. Demzufolge scheint eine qualitative Übertragung der tierexperimentellen Ergebnisse
auf die klinische Situation beim Menschen und auch auf den Patienten in der Veterinärmedi-
zin möglich und gerechtfertigt. Jedoch muss bedacht werden, dass eine quantitative Über-
tragung experimenteller Daten nur eingeschränkt möglich ist. Diese Übertragung bedarf ei-
ner entsprechenden Absicherung durch klinische Ergebnisse (DÖRR 1997a).
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Die Beurteilung der Strahlenreaktion ist subjektiv. Dies gilt für den Patienten in der Human-
und Veterinärmedizin ebenso wie für das experimentelle System. NICKSTADT (2000) ver-
gleicht die Ergebnisse verschiedener Untersucher am Modell der Mäusezunge (Stamm
C3H/Neu) von 1995 bis 1999. Die Ulkusinzidenz, welche die Grundlage für Dosis-Effekt-
Analysen bildet, ist dabei ein relativ robuster Parameter, der kaum individuellen Einflüssen
unterliegt. So bleiben die ED50-Werte aus verschiedenen Untersuchungen in einem sehr en-
gen Bereich von 10-12 Gy. Demgegenüber zeigen die zeitlichen Verlaufsparameter, Latenz-
zeit und Ulkusdauer, etwas größere Schwankungen zwischen den Untersuchern. Diese
Analyse wird durch die Beobachtungen aus den letzten Jahren bestätigt (DÖRR pers. Mit-
teilung). Um den Einfluß der Beurteilung durch verschiedene Untersucher zu vermeiden,
werden in der vorliegenden Arbeit alle Mukositis-Beurteilungen durch die Autorin selbst vor-
genommen.
Zur Definition der Strahlenreaktion der Zungenschleimhaut wird eine Einzeitbestrahlung als
Kontrollversuch durchgeführt. Die zu bestimmenden Parameter sind die Dosisabhängigkeit in
Form des ED50-Wertes (Dosis, bei der bei 50% der Tiere ein Ulkus zu erwarten ist), die La-
tenzzeit und die Ulkusdauer. Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen bestätigen, dass
die relative Ulkushäufigkeit eine signifikante Dosisabhängigkeit (p=0,0004) aufweist. Die ge-
meinsame Analyse der beiden durchgeführten Einzeitbestrahlungen ergibt eine ED50 von
11,9±1,4 Gy. Dies stimmt mit den Ergebnissen früherer Untersuchungen an diesem Tiermo-
dell überein.
Die Ulzeration besteht für durchschnittlich 2,8±0,7 Tage und ist im verwendeten Dosisbe-
reich unabhängig von der Strahlendosis. Andere Untersuchungsergebnisse zeigen ähnliche
Werte zwischen 2 bis 4 Tagen (z.B. DÖRR et al. 2005d, KLAMMT 2005, NICKSTADT 2000).
In der vorliegenden Arbeit beträgt die mittlere Latenzzeit bei Einzeitbestrahlung 9,2±0,7 Ta-
ge. Frühere Untersuchungen ergeben ebenfalls Latenzzeiten zwischen 9 und 12 Tagen (z.B.
DÖRR 1997a, DÖRR et al. 2005d, KLAMMT 2005, NICKSTADT 2000).
Geschlechtsunterschiede auf die Strahlenempfindlichkeit oder den Verlauf der Schleimhaut-
reaktion sind nicht bekannt (DÖRR u. OBEYESEKERE 2001), weshalb beide Geschlechter
für die Studien genutzt werden können.
5.3 Strahlenreaktion nach fraktionierter Bestrahlung - Ulkusinzidenz und zeitlicher
Verlauf
Die Ulkusinzidenzen der alleinigen fraktionierten Bestrahlung mit 5x3 Gy (ED50 – für die
Testbestrahlung 6,7±2,1 Gy) und 10x3 Gy (ED50 – für die Testbestrahlung 6,5±1,9 Gy) ent-
sprechen den Werten aus vergleichbaren Untersuchungen am gleichen Tiermodell (z.B.
DÖRR et al. 2002a, GEHRISCH u. DÖRR 2007, DÖRR et al. 2005d). Gegenüber der Ein-
zeitbestrahlung besteht nach 5x3 Gy/1 Woche eine signifikante Linksverschiebung der Do-
sis-Effekt-Kurven für die abschließende Testbestrahlung. Diese spiegelt den Effekt der frak-
tionierten Dosis an der Schleimhaut wider. Zwischen der fraktionierten Bestrahlung über eine
Woche und über zwei Wochen bestehen jedoch keine signifikanten Unterschiede in den
isoeffektiven Testdosen, trotz der zusätzlichen Wochendosis von 5x3 Gy in der zweiten Wo-
che. Dies ist auf die effektiven Repopulierungsvorgänge (siehe Kap. 2.8.3) zurückzuführen,
die in früheren Untersuchungen bereits eingehend quantifiziert werden (DÖRR 1997a,
2003b).
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Die Latenzzeit zur Ulkusentstehung nach fraktionierter Bestrahlung, bezogen auf den Tag
der Testbestrahlung, ist im Vergleich zur Einzeitbestrahlung (9,2±0,7 Tage) verkürzt. Schon
bei der Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche verringert sich die Latenzzeit auf 9,0±1,1 Tage nach
Top-up, bei der Fraktionierung mit 10x3 Gy/Woche auf 6,0±0,8 Tage nach Top-up. Grund
dafür ist der bereits während der fraktionierten Bestrahlung, d.h. vor der Top-up-Bestrahlung
beginnende Zellverlust. Nach der Top-up-Bestrahlung wird somit weniger Zeit bis zum kom-
pletten Verlust der Zellen benötigt.
5.4 Einfluss der EGFR-Blockade durch BIBX1382BF auf die Ausprägung der ra-
diogenen Mukositis
Vom EGFR werden mittlere Werte in den proliferativen Schichten des Kontrollepithels gefun-
den. Nach Einzeitbestrahlung mit 8 und 15 Gy findet DÖRR (2000) einen Anstieg des EGFR
in der proliferativen Schicht zwischen Tag 2 und 6. Zusätzlich zeigt sich eine gering ausge-
prägte Veränderung in den sonst EGFR-negativen funktionellen Schichten. In den ersten
Tagen nach Einzeitbestrahlung mit 15 Gy findet dagegen KASE (2001) keine signifikante
Veränderung, sondern erst im späteren Verlauf. Der Widerspruch kommt durch die fluktuie-
renden Werte, die in unbestrahltem Epithel beobachtet werden, zustande (KASE 2001).
In immunhistochemischen Studien an der murinen Mundschleimhaut wird ein Anstieg der
EGFR-Expression unter fraktionierter Bestrahlung festgestellt (DÖRR 2000, KASE 2001),
ohne dass deren Bedeutung für die Manifestation der oralen Mukositis geklärt ist. In der vor-
liegenden Studie soll deshalb untersucht werden, ob eine Blockade des EGFR mittels
BIBX1382BF zu einer Modifikation der radiogenen Mucositis enoralis führt. BIBX1382BF ist
ein selektiver Inhibitor des EGFR. Erst in hohen Konzentrationen, die in-vivo nicht erreicht
werden, hemmt BIBX1382BF auch den ErbB4-Rezeptor (BAUMANN et al. 2003, EGEBLAD
et al. 2001, NUIJEN et al. 2000).
5.4.1 Wirkung von BIBX1382BF auf Ulkusinzidenz und zeitlichen Verlauf
Bei einwöchiger Bestrahlung führt die Behandlung mit BIBX1382BF an den Tagen 0–7 zu
einer ED50 von 8,3±1,6 Gy. Der Unterschied zur ED50 der alleinigen fraktionierten Bestrah-
lung ohne EGFR-Inhibitor ist nicht signifikant (p=0,1197). Bei zweiwöchiger Bestrahlung in
Kombination mit BIBX1382BF-Applikation von Tag 0–14 ergibt sich eine ED50 von 7,6±1,6
Gy, ebenfalls ohne signifikanten Unterschied zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung
(p=0,2263).
Die Ulkusdauer ist in beiden Versuchsarmen nicht signifikant verschieden. Die Latenzzeit bis
zur Ulzeration ist nach einer Woche fraktionierter Bestrahlung nicht signifikant reduziert von
9,0±1,1 auf 8,4±1,2 Tage (p=0,13). Nach zwei Wochen fraktionierter Bestrahlung ist eine
vergleichbare, aber signifikante Reduktion der Latenzzeit von 6,0±0,8 auf 5,3±0,5 Tage
(p=0,001) zu finden, was eine Wirkung von BIBX1382BF in der Mundschleimhaut nachweist.
Offensichtlich hemmt BIBX1382BF die Effektivität der abortiven Teilungen bereits geschä-
digter Zellen, die in diesem Zeitraum wesentlich zur Zellproduktion im Epithel und damit zur
Verzögerung der Zelldepletion beitragen.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die tägliche Verabreichung des EGFR-Inhibitors
BIBX1382BF unter fraktionierter Bestrahlung nicht zu einer signifikanten Änderung der
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Strahlentoleranz führt. Weitere, gezielte Studien zur Kombination von EGFR-Inhibitoren und
Strahlentherapie an der Mundschleimhaut liegen in der Literatur nicht vor.
In einer Studie von BAUMANN et al. (2003) an Plattenepithelkarzinomen an Nacktmäusen
kann ebenfalls kein Effekt durch die BIBX1382BF-Gabe und klinisch fraktionierter Bestrah-
lung auf die Tumorheilungsrate beobachtet werden. Dagegen wird das Tumorwachstum be-
einträchtigt und die Tumorwachstumsverzögerung nach Radiotherapie ist deutlich verlängert.
Auch KRAUSE et al. (2007) findet durch die EGFR-Blockade zwar eine signifikante Redukti-
on des Tumorvolumens, aber keine Verbesserung der Tumorkontrolle. Dies bestätigt, dass
diese Substanz offensichtlich nicht die Vermehrung klonogener Zellen, welche die Strahlen-
toleranz definieren, jedoch die residuelle Proliferation bereits geschädigter Zellen, die das
Größenwachstum der Tumoren wesentlich beeinflussen können, hemmen kann.
Andere präklinische Studien zeigen, dass die Blockade des EGFR, entweder mit monoklo-
nalen Antikörpern oder Tyrosinkinase-Inhibitoren, die Strahlensensitivität von unterschiedli-
chen humanen Tumorzellen erhöht (HUANG u. HARARI 2000, TOULANY et al. 2006). Diese
vielfältigen Ergebnisse bestätigen eine ausgeprägte intertumorale Heterogenität des Anspre-
chens auf die gleiche Behandlung in verschiedenen Tumoren, aber auch eine unterschiedli-
che Wirkung verschiedener Substanzklassen in den gleichen Tumoren. Letzteres kann auf
eine mangelnde Spezifität der Rezeptorblockade zurückzuführen sein. Somit ist zu vermu-
ten, dass auch die Wirkung einer EGFR-Inhibition in Normalgeweben für verschiedene Sub-
stanzen unterschiedlich sein kann, was weiter zu untersuchen ist.
5.5 Einfluss von Keratinozyten-Wachstumsfaktor
5.5.1 Fraktionierte Bestrahlung und Wirkung von BIBX1382BF und /oder KGF
In den vorliegenden Untersuchungen wird die Gabe von BIBX1382BF und KGF kombiniert.
Die rHuKGF-Gabe erfolgt an den Tagen –3, +4 und (bei 10x3 Gy) +11, den Tagen mit der
besten nachgewiesenen Wirksamkeit (DÖRR et al. 2005d). Die KGF-Dosen entsprechen
ebenfalls den in vorangegangenen Untersuchungen als optimal ermittelten Dosen (DÖRR et
al. 2005d).
Die Gabe von KGF in Verbindung mit der fraktionierten Bestrahlung über eine Woche führt in
nahezu zeitgleich durchgeführten Versuchen zu einer deutlichen Erhöhung der isoeffektiven
Dosen, mit einer ED50=14,3±1,6 Gy (DÖRR et al. 2005d) im Vergleich zu ED50=6,7±2,1 Gy
bei alleiniger Bestrahlung. Bei gleichzeitiger EGFR-Blockade mit BIBX1382BF ist die Tole-
ranzerhöhung deutlich geringer ausgeprägt. Abbildung 33 zeigt die ED50-Werte im Vergleich.
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Abb. 33: ED50-Werte bei einwöchiger Fraktionierung mit Applikation von BIBX1382BF
und/oder KGF im Vergleich.
Die Ergebnisse der alleinigen Gabe von KGF stammen von DÖRR et al. (2005d). Die alleini-
ge Gabe von BIBX1382BF erhöht die Strahlentoleranz nicht signifikant. Die zusätzliche oder
alleinige Gabe von KGF führt zu einem signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrolle. Der
schraffierte Bereich stellt die ED50±σ für die lokale Einzeitbestrahlung ohne vorherige fraktio-
nierte Dosis dar. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung σ der ED50-
Werte.
Auch bei der fraktionierten Bestrahlung mit 10x3 Gy (Abb. 33) ist die Strahlentoleranz ge-
genüber der alleinigen Bestrahlung und der zusätzlichen Behandlung mit BIBX1382BF durch
KGF signifikant (p=0,0001) erhöht. Die ED50 entspricht nahezu derjenigen nach alleiniger
Einzeitbestrahlung. Der ED50-Wert (15,1±0,1 Gy) der KGF-Applikation ohne BIBX1382BF
(DÖRR et al. 2005d) ist im Vergleich zur kombinierten Behandlung mit BIBX1382BF, genau-
so wie bei der Bestrahlung mit 5x3 Gy, deutlich höher (Abb. 34).
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Abb. 34: ED50-Werte bei Fraktionierung von 10x3 Gy und Applikation von BIBX1382BF
und/oder KGF.
Die Ergebnisse der alleinigen Gabe von KGF stammen von DÖRR et al. (2005d). Die alleini-
ge Gabe von BIBX1382BF erhöht die Strahlentoleranz nicht signifikant. Die zusätzliche oder
alleinige Gabe von KGF führt zu einem signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrolle. Der
schraffierte Bereich stellt die ED50±σ für die lokale Einzeitbestrahlung ohne vorherige fraktio-
nierte Dosis dar. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung σ der ED50-
Werte.
Die mittlere Latenzzeit und Ulkusdauer bei 5x3 Gy zeigen in allen drei Versuchen keinen
signifikanten Unterschied zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung (Latenz: 9,0±1,1 Tage,
Ulkusdauer: 2,8±0,7 Tage).
Bei der Bestrahlung von 10x3 Gy wird im Vergleich zur Kontrolle mit alleiniger fraktionierter
Bestrahlung (6,0±0,8 Tage) und Gabe von BIBX1382BF (5,3±0,5 Tage) eine signifikante
Verlängerung der Latenzzeit auf 8,7±1,1 Tage (p=0,0001) festgestellt. Die Ulkusdauer ist
zwar etwas erhöht, aber nicht signifikant. Auch DÖRR et al. (2005d) findet eine signifikant
erhöhte Latenzzeit (9,3±0,9 Tage) bei KGF-Gabe an den Tagen –3, +4 und +11 und Be-
strahlung mit 10x3 Gy.
5.5.2 Statistische Aussagekraft der Untersuchungen
Ein kritischer Aspekt der vorliegenden Ergebnisse zur Veränderung der Strahlentoleranz ist
die Sensitivität des experimentellen Protokolls. Entsprechend der verwendeten Tieranzahl
und Dosisgruppen (je 5 Dosisgruppen mit je 10 Tieren) könnte eine behandlungsbedingte
Verschiebung der Dosis-Effekt-Kurve für die Testbestrahlung um 1 Gy als eine signifikante
Differenz in der Likelihood-ratio Analyse als signifikant festgestellt werden (DÖRR pers. Mit-
teilung). Auf die Darlegung der entsprechenden Modellrechnungen soll hier verzichtet wer-
den. Somit sind die vorliegenden Ergebnisse zum Einfluss der EGFR-Blockade wie auch zur
Interaktion mit der Mukoprotektion durch KGF von statistischer Seite uneingeschränkt aus-
sagekräftig.
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5.5.3 Wirkung von KGF bei der gemeinsamen Gabe mit BIBX1382BF
In der vorliegenden Studie wird der Tyrosinkinase-Hemmer BIBX1382BF in einer Konzentra-
tion von 50 mg/kg zur spezifischen Blockade des EGFR eingesetzt. Ein Vertreter der EGFR-
Familie, ErbB4, wird in den oberen Schichten der humanen Mundschleimhaut exprimiert
(SRINIVASAN et al. 1998) und scheint die gleiche Expression in der murinen Schleimhaut zu
besitzen, d.h. im postmitotisch differenzierten Kompartiment. Durch die Bindung der
zytoplasmatischen Domäne des ErbB4 mit der proteinbindenden SH-2-Domäne wird der
mitogen-wirkende Proteinkinaseweg aktiviert (SEPP-LORENZINO et al. 1996) und setzt Dif-
ferenzierungsprozesse in Gang (PLOWMAN et al. 1993). Die Effekte, die in dieser Studie
festgestellt werden, basieren eher auf der Blockade des EGFR (=ErbB2) durch BIBX1382BF.
Auf die Effizienz von BIBX1382BF in dieser Studie weist die Modifikation der Latenzzeit bis
zum Auftreten der Ulzeration hin.
Die vorliegende Studie findet keine signifikante Veränderung der Residualtoleranz nach
EGFR-Inhibition innerhalb der ersten Woche der fraktionierten Bestrahlung, in der normaler-
weise keine effiziente Repopulation vorhanden ist. Auch in der zweiten Woche der fraktio-
nierten Bestrahlung mit 10x3 Gy, in der die Repopulation aktiv ist, kann keine signifikante
Änderung der Dosis-Effekt-Kurve gefunden werden.
Die Ergebnisse zeigen eine Reduktion der Latenzzeit bis zur Ulzeration durch BIBX1382BF
bei der Bestrahlung mit 10x3 Gy. Die Latenzzeit in Top-up Experimenten ist abhängig von
der Anzahl sterilisierter Zellen zum Zeitpunkt der Testbestrahlung. Durch die begrenzte Tei-
lungsfähigkeit sterilisierter Zellen wird eine bestimmte proliferative Aktivität während der frak-
tionierten Bestrahlung und über die Wochenenden aufrechterhalten (DÖRR 1997a, 2003b).
Die Effektivität der abortiven Teilungen der sterilisierten Zellen in der Mundschleimhaut der
Maus ist in der zweiten Woche stärker ausgeprägt als in der ersten unter fraktionierter Be-
strahlung (DÖRR 1997a, 2003b, DÖRR et al. 1994). Die Beeinträchtigung der proliferativen
Aktivität solcher Zellen könnte zur Verkürzung der Latenzzeit führen.
Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass die Aktivierung des EGFR während
der Strahlentherapie nicht zur Repopulierung im Sinne einer Erhöhung der Strahlentoleranz
beiträgt. Ansonsten müsste die Blockade in einem signifikanten Absinken der Residualtole-
ranz gegenüber alleiniger fraktionierter Bestrahlung zumindest nach der zweiten Woche re-
sultieren.
Trotzdem zeigt KGF bei der gemeinsamen Gabe mit BIBX1382BF bei 5x3 Gy und 10x3 Gy
eine im Gegensatz zur alleinigen KGF-Behandlung verminderte Schutzwirkung. Somit muss
eine Interaktion von BIBX1382BF mit der KGF-Wirkung, möglicherweise durch eine unspezi-
fische Blockade des KGF-Rezeptors, vorliegen.
5.6 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen
Die histologischen Parameter Zelldichte und Epithel- bzw. Schichtdicke sind objektiv quanti-
fizierbar und die Ergebnisse damit weitgehend unabhängig vom Untersucher.
Demgegenüber steht die semiquantitative Erfassung der immunhistochemischen Färbein-
tensität. Auch hier wird, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, die Aus-
wertung ausschließlich durch die Autorin vorgenommen. Zudem erfolgt jeweils die Auswer-
tung aller Präparate einer Versuchsreihe in einer Sitzung.
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In der vorliegenden Arbeit wird in den histologischen Untersuchungen im Epithel eine durch-
schnittliche Gesamtzellzahl von 578±5 pro mm Epithellänge ermittelt. Davon befinden sich
431±6 Zellen/mm (75%) in der Germinativschicht.
DÖRR u. KUMMERMEHR (1991) finden in ihren Untersuchungen durchschnittlich 430±12
Zellen im Epithel pro mm, von denen sich 306±5 Zellen (71%) im Stratum germinativum be-
finden. In einer weiteren neueren Arbeit von KLAMMT (2005) werden im Vergleich zur vor-
liegenden Untersuchung ebenfalls etwas niedrigere Zellzahlen im nativen Epithel ermittelt
(Gesamtzellzahl: 519±21/mm, Germinativschicht: 377±14/mm, d.h. 73%). Übereinstimmend
kann somit in allen Untersuchungen - unabhängig von der absoluten Zellzahl - festgestellt
werden, dass die Zellzahl der Germinativschicht etwas mehr als zwei Drittel der Gesamt-
zellzahl beträgt.
Unterschiede in der absoluten Zellzahl können verschiedene Ursachen haben. Die früheren
Untersuchungen (DÖRR u. KUMMERMEHR 1991) finden unter anderen Haltungsbedingun-
gen in den Tierräumen des GSF-Forschungszentrums München-Neuherberg (jetzt Helm-
holtzzentrum München) statt, während die neueren und auch die vorliegenden Daten in der
Tierhaltungseinrichtung der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus in Dresden erhoben
werden. Unterschiede in der Futterzusammensetzung, aber auch in den Haltungsbedingun-
gen allgemein, können zu einer unterschiedlichen mechanischen Beanspruchung der Mund-
schleimhaut und damit zu unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften auch beim glei-
chen Tierstamm führen. Weiterhin ist es möglich, dass verschiedene Untersucher Zellen
unterschiedlich in die Auswertung einbeziehen. Dies betrifft bevorzugt Anschnitte von Zell-
kernen im histologischen Schnitt, sogenannte „Schattenkerne“. Auch können relativ geringe
Differenzen in der Dicke der histologischen Schnitte in verschiedenen Untersuchungen, z.B.
in Folge der Verwendung unterschiedlicher Mikrotome zu systematischen Unterschieden in
den Ergebnissen führen.
5.6.1 Veränderungen im Epithel nach Einzeitbestrahlung
Nach einem Zellverlust von 20% der Zellen pro Tag (bei einer Umsatzzeit von 5 Tagen)
müsste nach Bestrahlung unter der Voraussetzung einer vollständigen Hemmung der Prolife-
ration ein vollständiger Zellverlust nach ca. 5 Tagen eintreten (DÖRR u. HERRMANN 2003).
Detaillierte Studien von DÖRR u. KUMMERMEHR (1991) sowie von KLAMMT (2005) zeigen
jedoch, dass bereits ab dem zweiten Tag die Progression des Zellverlustes durch einsetzen-
de Regenerationsvorgänge verlangsamt wird. Das Minimum der Zellzahl wird an den Tagen
6-7 beobachtet. Bis Tag 13 ist die Ausgangszellzahl wieder erreicht.
Die Epitheldicke nimmt in einer vergleichbaren Untersuchung nach Einzeitbestrahlung
(KLAMMT 2005) erst geringfügig ab und stieg nach 6 bis 7 Tagen sprunghaft an. Die haupt-
sächliche Ursache der Dickenzunahme von Tag 7 bis 11 ist eine Zunahme der Zellvolumina
trotz verminderter Zellzahl. Danach spielt die stetig zunehmende Zellproduktion die wichtige-
re Rolle (KLAMMT 2005).
Die Anzahl der Mitosen und der Ki-67 positiven Zellen zeigt kurz nach der Bestrahlung einen
deutlichen Rückgang. Nach 10 Tagen nimmt die Anzahl an Mitosen und Ki-67 positiven Zel-
len und in Folge dessen auch die Zelldichte wieder stark zu (KLAMMT 2005).
Hier ist anzumerken, dass Untersuchungen zu nur einem Zeitpunkt pro Tag in Folge des
ausgeprägten diurnalen Rhythmus der Zellproliferation und dessen Modifikation durch die
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Strahlenexposition (DÖRR 1987) irreführende Ergebnisse liefern können. Hier wären ge-
zielte Untersuchungen, etwa mit Metaphasenarretierung in vierstündigen Abständen über 24
Stunden pro Tag, wie sie unter fraktionierter Bestrahlung durchgeführt wurden (DÖRR 1987),
nötig.
5.6.2 Fraktionierte Bestrahlung
Die Zelldichte nimmt in der vorliegenden Arbeit unter der Bestrahlung mit 5x3 Gy (Tag 0-4)
bis zum Tag 6 auf 74% der Ausgangszellzahl ab. In anderen Studien mit 2,5-3,5 Gy/Fraktion
wird ebenfalls eine Reduktion der Zelldichte auf ca. 70% innerhalb der ersten 5 Tage beob-
achtet (DÖRR 1994, DÖRR et al. 1994b, DÖRR u. KUMMERMEHR 1990). Nach dem Ende
der einwöchigen Bestrahlung hat sich die Zellzahl in allen Schichten an Tag 10, d.h. inner-
halb von 4 Tagen, wieder vollständig erholt.
Bei einer Dosis von 10x3 Gy bleibt die Zellzahl bis Tag 14 bei 60-70%, trotz fortgesetzter
Bestrahlung. Vergleichbare Ergebnisse zum Verhalten der Zellzahl unter fraktionierter Be-
strahlung findet DÖRR (1994, 1997a). In der ersten Woche ist die Reduktion der epithelialen
Zelldichte dosisabhängig. Durch kompensatorische Vorgänge wird dieser Prozess der Zell-
depletion bei einer Zelldichte von 60-70% in der zweiten Woche unterbrochen.
Die Gesamtepitheldicke verhält sich nur am Beginn der Bestrahlung wie die Zellzahl. Schon
an Tag 1 während der Bestrahlung mit 5x3 Gy sinkt der Wert auf 66% (Abb. 20). Bis zum
Tag 3 bleibt die Epitheldicke auf diesem Niveau, um dann durch die Zunahme des Zellvolu-
mens bis zum Tag 5 wieder Ausgangswerte zu erreichen. Die Dicke des Epithels bleibt bis
Tag 10 auf bzw. geringfügig unter dem Niveau des Ausgangswertes. Bei der Auswertung der
Dicke der einzelnen Schichten fällt auf, dass zwar an Tag 1 sowohl die Germinativ- als auch
die Funktionsschicht deutlich an Dicke abnehmen, aber im weiteren Verlauf beide Schichten
nahezu wieder die Ausgangswerte erreichen (Abb. 23). Die Dicke der Keratinschicht bleibt
dagegen von Tag 0-10 auf einem normalen bis supernormalen Niveau.
Bei der Bestrahlung mit 10x3 Gy kann ab der zweiten Woche eine erhöhte Epitheldicke
nachgewiesen werden (Abb. 21). Ab Tag 12 bis 17 findet sich fast durchgehend eine Ver-
dopplung der Werte. Die Dicke der Germinativschicht bleibt von Tag 8 bis 14 auf Ausgangs-
niveau, danach zeigt sie bis Tag 17 eine um 20% erhöhte Dicke (Abb. 25). Die Dicke der
Funktionsschicht liegt bis einen Tag nach der Bestrahlung (Tag 12) mit bis zu 40% über dem
Ausgangswert. Danach erfolgt ein leichter Rückgang, bis an Tag 17 wieder die Dicke um
40% erhöht ist. Die hauptsächliche Ursache für die Verdopplung der Gesamtepitheldicke
liegt in einer Zunahme der Keratinschicht, die teilweise das Sechsfache des Ausgangswertes
erreicht. Bei der Betrachtung des Zellvolumens in der Germinativschicht zeigt sich eine Er-
höhung um 30-40% des Zellvolumens von Tag 9-15. Die Erhöhung des Zellvolumens scheint
den Rückgang der Zellzahl im Vergleich zur gleichbleibenden Dicke der Germinativ- und
Funktionsschicht besonders in der zweiten Woche auszugleichen. DÖRR (1997a) findet
ebenfalls, dass bei nahezu gleichbleibender Gesamtdicke des Epithels und einer Abnahme
der Zellzahl auf 60-70% sich in der ersten Woche der Bestrahlung das individuelle Zellvolu-
men auf ca. 130% erhöht. Der Anstieg der Zellzahl nach der zweiten Behandlungswoche ab
Tag 13 korreliert mit der verzögerten Dickenzunahme in der Germinativschicht und später
auch in der Funktionsschicht. Vergleichbare Studien zur Gesamtepitheldicke bei fraktionier-
ter Bestrahlung über zwei Wochen finden sich in der Literatur nicht. In älteren Studien
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(DÖRR 1997a, DÖRR u. KUMMERMEHR 1990, DÖRR et al. 1994a) werden zumeist nur die
Zellzahlen ermittelt, die aber mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen in Überein-
stimmung sind.
Für die Untersuchung von Proliferationsvorgängen unter fraktionierter Bestrahlung zu nur
einem Zeitpunkt pro Tag gelten die für die Einzeitbestrahlung dargestellten Einschränkun-
gen. Jedoch kehrt die Proliferation im Epithel bereits in der ersten Bestrahlungswoche zu
einem – allerdings irregulären – Tagesrhythmus zurück (DÖRR 1997a), so dass die Aussa-
gekraft ab diesem Zeitpunkt etwas größer sein mag. Die Unterschiede in den Befunden zu
Mitosezahl und Ki-67 positiven Zellen sind wahrscheinlich auf unterschiedliche Auswirkun-
gen der Bestrahlung auf die Tagesrhythmen der beiden Parameter zurückzuführen.
In der vorliegenden Untersuchung kommt es zu Beginn der fraktionierten Bestrahlung an den
Tagen 1 und 2 zu einer Abnahme der Ki-67 positiven, d.h. proliferierenden Zellen bis auf
35%. Danach erfolgt noch während der Bestrahlung ein Anstieg, der schon an Tag 6 über
den Werten des unbehandelten Epithels liegt. Bei nur einwöchiger Bestrahlung erreicht die
Zahl an proliferierenden Zellen an Tag 10, d.h. in der Heilungsphase, 158%. Die Mitosezahl
zeigt diesen Aspekt an den ersten beiden Tagen der fraktionierten Bestrahlung nicht, da die
Anzahl gleich zur unbehandelten Kontrolle bleibt. Ab Tag 2 erfolgt ein leichter Anstieg der
Mitosen, der mit der Zunahme an proliferierenden Zellen korreliert.
Während der fraktionierten Bestrahlung mit 10x3 Gy bleibt die Anzahl proliferierender Zellen
in der zweiten Woche bis Tag 13 auf dem Niveau der unbehandelten Kontrolle. Danach
steigt sie bis Tag 17 auf Werte im Bereich von 175%. Der Verlauf gleicht dem der Zellzahl in
der zweiten Woche. Dagegen zeigt die Mitosezahl einen stark fluktuierenden Verlauf der
keinen Vergleich zum Anstieg der proliferierenden Zellen erlaubt.
5.6.3 Einfluss von BIBX1382BF
Bei der fraktionierten Bestrahlung mit 5x3 Gy und EGFR-Blockade mit BIBX1382-Gabe er-
gibt sich an den Tagen 3-7 eine gering reduzierte Zellzahl im Vergleich zur alleinigen Be-
strahlung. In der Heilungsphase zeigen sich keine Unterschiede.
Unter der fraktionierten Bestrahlung mit 10x3 Gy bewirkt die EGFR-Blockade ebenfalls keine
Unterschiede zur alleinigen Bestrahlung.
Die Epitheldicke bei der Bestrahlung mit 5x3 Gy verläuft vergleichbar der alleinigen fraktio-
nierten Bestrahlung.
Bei der Bestrahlung mit 10x3 Gy und EGFR-Inhibition liegt die Epitheldicke deutlich unter
derjenigen der alleinigen fraktionierten Bestrahlung. Die Ursache liegt hauptsächlich in einer
geringeren Zunahme der Keratinschicht (Abb. 25).
Die Behandlung mit BIBX1382BF führt ebenfalls zu einem Absinken der proliferierenden
Zellen an den Tagen 1 und 2 nach Beginn der Bestrahlung. Beide Proliferationsparameter
sinken an Tag 2 nahezu auf 0. Bei der alleinigen fraktionierten Bestrahlung ist die Abnahme
nicht so deutlich ausgeprägt, ohne dass diesen Ergebnissen viel Gewicht beigemessen wer-
den darf, auf Grund der eingangs erwähnten Einschränkungen in der Aussagekraft dieser
Untersuchungen.
Unter Bestrahlung mit 10x3 Gy findet sich kein Einfluss von BIBX1382BF auf die Proliferati-
onswerte.
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5.6.4 Einfluss von KGF zusammen mit BIBX1382BF
Die vorliegenden Untersuchungen zur Bestrahlung mit 5x3 Gy zeigen, dass durch die kom-
binierte Gabe von BIBX1382BF und KGF an den Tagen 1 und 2 ein leichter Anstieg der ge-
samten Zelldichte zu verzeichnen ist (Abb. 18). Danach sinkt die Zellzahl auf Werte um 70%
an Tag 4 und damit früher als in den Vergleichsuntersuchungen. Die zweite KGF-Injektion
(Tag 4) resultiert in einem raschen Anstieg der Zellzahl auf ihren Ausgangswert an Tag 5, mit
einer nachfolgenden Hyperplasie.
Die initiale Zunahme der Zellzahl betrifft nahezu ausschließlich die Funktionsschicht. Dies
könnte durch eine KGF-bedingte Erhöhung des Einstroms von Zellen aus der Germinativ-
schicht verursacht sein oder aber durch einen verminderten Zellverlust, ohne dass diese
Frage anhand der vorliegenden Ergebnisse zu beantworten wäre. Nach Einzeitbestrahlung
und Behandlung mit KGF wird ein ähnliches Verhalten in der Funktionsschicht gefunden
(KLAMMT 2005). Ab Tag 5, nach der zweiten KGF-Gabe, steigen die Zellzahlen sowohl in
der Germinativ- als auch besonders in der Funktionsschicht wieder an. KERRES et al.
(2003) beschreiben histologische Veränderungen im Epithel durch fraktionierte Bestrahlung
und KGF-Applikation. Es kommt ebenfalls zu einer temporären Zunahme der Zellzahl.
Bei der fraktionierten Bestrahlung mit 10x3 Gy liegen die Zellzahlen bei der kombinierten
Gabe von BIBX1382BF und KGF zu Beginn der zweiten Woche über denjenigen nach allei-
niger fraktionierter Bestrahlung und Bestrahlung mit BIBX1382BF-Gabe. Im Anschluss an die
dritte KGF-Applikation an Tag +11 steigt die Gesamtzellzahl schnell wieder an. Der starke
Abfall der Zellzahl an den Tagen 8-11 wird durch den Zellverlust in der Germinativschicht
verursacht. Die Funktionsschicht reagiert zeitverzögert mit. An Tag 11 sind die Zellzahlen
beider Schichten im Bereich der alleinigen fraktioniert-bestrahlten Kontrolle, nur die alleinige
Behandlung mit BIBX1382BF führt zu noch tieferen Werten.
Die Dicke des gesamten Epithels unter fraktionierter Bestrahlung mit kombinierter Gabe von
BIBX1382BF und KGF bleibt in den ersten Tagen im Normalbereich, bis sie ab Tag 6
sprunghaft bis auf 219% ansteigt (Abb. 20). An Tag 10 ist das Epithel noch um ca. 25% di-
cker als bei der alleinigen fraktionierten Bestrahlung, was mit der erhöhten Zellzahl überein-
stimmt. Auch bei der alleinigen Gabe von BIBX1382BF bleiben die Werte auf dem Niveau
des unbehandelten Epithels. Der Anstieg erfolgt durch die Zunahme der Zellgröße (Zellvolu-
men) in den tieferen Epithelschichten.
POTTEN et al. (2002) beobachten an BDF-1 Mäusen nach Applikation von KGF eine Ver-
dopplung der Epitheldicke und Vergrößerung der Zellen nach Einzeitbestrahlung. Ähnliche
Resultate findet KLAMMT (2005) nach Einzeitbestrahlung und KGF-Behandlung. Als Grund
wurde die vermehrte Akkumulation von Differenzierungsprodukten in Folge eines verzöger-
ten Zellverlusts sowie eine ödematöse Schwellung der Zellen diskutiert. FARRELL et al.
(2002) finden nach KGF-Gabe und Einzeitbestrahlung (12 Gy, BDF-1 Mäuse) nicht nur die
Verdopplung der Epitheldicke, sondern auch die Vermehrung und Vergrößerung der Kera-
tohyalingranula als Differenzierungsprodukt.
Die Epitheldicke bei der fraktionierten Bestrahlung mit 10x3 Gy ist über den gesamten Beob-
achtungszeitraum höher als das unbestrahlte native Epithel. Die letzte KGF-Injektion an Tag
+11 führt zu einem steilen Anstieg der Dicke auf 353% bis zum Tag 13. Die Keratinschicht
hat den größten Anteil an der Dickenzunahme des Epithels (Abb. 25).
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Das relative Zellvolumen in der Germinativschicht ist in der zweiten Woche weniger erhöht
als in der ersten Woche.
Die Behandlung mit BIBX1382BF und KGF führt wie bei der alleinigen fraktionierten Be-
strahlung und Bestrahlung mit BIBX1382BF-Gabe zu einem Absinken der proliferierenden
Zellen an den ersten Tagen nach Bestrahlungsbeginn (Abb. 29). Es können an den Tagen 1-
3 nahezu keine Ki-67 positiven Zellen gezählt werden. Dieser Zeitraum ist länger als im Ver-
gleich zu den beiden anderen Versuchsarmen. An Tag 11 verursacht die KGF-Applikation
einen deutlichen Anstieg der Zahl proliferierender Zellen.
Die Mitosezahl zeigt erst an Tag 13, zwei Tage nach KGF-Applikation, einen auffälligen An-
stieg auf knapp 3 Mitosen/mm Epithellänge.
5.7 Theorien zum Wirkmechanismus von KGF
Die Palifermin-Behandlung führt, wie in Studien von FARRELL et al. (2002), KERRES et al.
(2003), KLAMMT et al. (2005) und POTTEN et al. (2002) nachgewiesen, zu einer Verände-
rung der Strahlenwirkung. Die genauen Wirkmechanismen von KGF sind noch nicht geklärt.
Vermutet wird eine unterschiedliche Wirkung bei Gabe vor bzw. unter Bestrahlung. Bei der
rHuKGF-Gabe vor der Bestrahlung nimmt die Latenzzeit zu (DÖRR et al. 2002c). Palifermin
bedingt einen Anstieg der totalen Zellzahl, so dass ein längerer Zeitraum bis zum Zellverlust
benötigt wird. Die einmalige Palifermingabe am Tag vor fraktionierter Bestrahlung führt zu
einer signifikanten Erhöhung der Zellzahlen im Epithel (KERRES et al. 2003). KLAMMT
(2005) bestätigt die Steigerung der Proliferationsrate unter Einzeitbestrahlung, die u.a. zum
mukoprotektiven Effekt von KGF bei Applikation nach Strahlenexposition beiträgt. Jedoch
kann die Abnahme der Latenzzeit bei alleiniger Applikation nach der Bestrahlung nicht erklärt
werden (DÖRR u. LACMANN 2001). Somit müssen noch andere, komplexe Mechanismen
zur Wirkung beitragen. Zusätzlich unterscheidet sich die Wirkung von KGF bei Einzeit- und
fraktionierter Bestrahlung. Unter fraktionierter Bestrahlung zeigt die einmalige Bolusgabe von
Palifermin die gleiche Wirksamkeit wie die dreimalige Applikation (DÖRR et al. 2002a,
2005a). Dagegen führt die Einzelinjektion von KGF, im Gegensatz zur wiederholten Gabe, zu
keiner mukoprotektiven Wirkung (KILIÇ et al. 2007).
Eine weitere Theorie zum Wirkmechanismus von KGF ist die Stimulation der Stammzellpro-
liferation. KGF könnte das Teilungsmuster der Stammzellen verändern, mit einem Wechsel
von asymmetrischer Teilung (eine Stammzelle und eine sich differenzierende Tochterzelle)
zu symmetrischer Teilung (zwei Tochter-Stammzellen) (DÖRR 1997a, 2003b). Daraus ergä-
be sich ein Zuwachs von Stammzellen. Palifermin scheint zudem die zelluläre Überlebens-
rate der Stammzellen zu verbessern, indem es die Zellüberlebensparameter bzw. die zellulä-
re Erholungsfähigkeit beeinflusst (KERRES et al. 2003).
KGF führt des Weiteren zur Modifikation von Differenzierungsprozessen. Durch die Gabe
von KGF kommt es zur Zunahme des Zellvolumens (KLAMMT 2005, POTTEN et al. 2002).
FARRELL et al. (2002) finden nach Palifermingabe vermehrt Keratohyalingranula, ein Diffe-
renzierungsprodukt. Die Zunahme der Keratinschicht, wie auch in der vorliegenden Studie,
untermauert die Beteiligung an Differenzierungsprozessen. Möglicherweise ist die Zunahme
von Differenzierungsprodukten eine Ursache für das erhöhte Zellvolumen. Andererseits
könnte auch ein intrazelluläres Ödem die Zunahme der Zellgröße hervorrufen. Sowohl der
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Anstieg der Zellgröße als auch die Dicke der Keratinschicht führen zu einer Zunahme der
Gesamtepitheldicke, welche der Denudation des Epithels entgegenwirkt.
5.7.1 Tumorwirksamkeit von rHuKGF
Ein wichtiger Aspekt bei der Modifikation von Normalgewebsreaktionen bei onkologischen
Behandlungen ist die Selektivität, d.h. eine gleichsinnige Beeinflussung (Schonung) des
Tumorgewebes muss ausgeschlossen sein. Deshalb wurde in mehreren in-vivo und in-vitro
Studien die KGF-Wirkung auf Tumorgewebe untersucht.
In-vitro Versuche zeigen eine sehr unterschiedliche Expression von KGF-Rezeptoren an
epithelialen Tumorzellen. An sieben von zehn Kopf-Hals-Tumor-Zelllinien entdeckt NING et
al. (1998) KGF-Rezeptoren mit Hilfe eines RNAse Protection Assay. Eine proliferative Wir-
kung von KGF kann nur an vier von den sieben KGFR-positiven und zwei KGFR-negativen
Tumorzelllinien beobachtet werden. Bei normalen Keratinozyten ist die proliferative Wirkung
um das 24-70 fache höher, als bei den Tumorzellen (NING et al. 1998). HILLE et al. (2003)
findet in sechs von acht primären Tumorzelllinien, die von Kopf-, Hals- oder Lungentumoren
stammen, nachweisbare KGF-Rezeptoren-mRNA, aber nur in einer Linie eine signifikante
proliferative Wirkung. In Choriokarzinomzellen mit KGF-Rezeptoren wird eine Stimulation der
hCG-Sekretion nachgewiesen, aber keine Proliferation (FINCH u. RUBIN 2006).
In-vivo Versuche mit rHuKGF an KHT-Sarkomen, die intramuskulär in C3H-Mäuse trans-
plantiert werden, zeigen eine Senkung der mittleren Distanz zwischen den Blutgefäßen und
den Tumorzellen, d.h. das hypoxische Volumen sinkt durch die Behandlung. Des Weiteren
kann eine Reduktion des Tumorwachstums festgestellt werden. Die KGF-Gabe führt zu ei-
nem Anstieg des Apoptose-Index (DÖRR et al. 2003).
Studien an Xenograft-Tumoren in Nacktmäusen weisen nach, dass KGF die Wachstumsrate
von Tumoren weder fördert, noch das strahlenbedingt langsamere Tumorwachstum verän-
dert (NING et al. 1998).
Das Ziel neuerer Untersuchungen ist es, KGF zur Behandlung der Nebenwirkungen z.B. der
Mucositis enorales bei einer Radiochemotherapie von soliden Tumoren einzusetzen. Für die
Behandlung der strahleninduzierten Mukositis durch eine Radiochemotherapie im Rahmen
hämatologisch-onkologischer Erkrankungen ist Palifermin zugelassen. Blutzellen besitzen im
Gegensatz zu epithelialen Zellen keine KGF-Rezeptoren (FGFR2b) (FINCH u. RUBIN 2006).
Es kann nicht endgültig ausgeschlossen werden – obwohl die in-vitro Daten (siehe Kap.
5.8.1.1) und die vorliegenden in-vivo Ergebnisse darauf keinen Hinweis ergeben - dass KGF
das Wachstum epithelialer Tumoren und deren Metastasen fördern könnte. Klinische Daten
liegen bisher nicht vor.
5.8 Ausblick
Die strahleninduzierte Mucositis enoralis stellt in der Humanmedizin die wichtigste frühe Ne-
benwirkung bei der Strahlentherapie von fortgeschrittenen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich
dar, die häufig eine Unterbrechung der Therapie verursacht. Auch in der Veterinärmedizin
nehmen aufgrund der aggressiver werdenden Protokolle die Nebenwirkungen einer
Strahlentherapie, und damit auch die orale Mukositis, an Bedeutung zu. Es existieren eine
Vielzahl von experimentellen und klinischen Ansätzen zu Prophylaxe und Behandlung der
radiogenen Mukositis, ohne dass bisher ein spezifisches Protokoll allgemeinen Eingang in
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die klinische Routine gefunden hat. Die Anwendung von Keratinozyten-Wachstumsfaktor
(KGF) stellt diesbezüglich eine viel versprechende Strategie dar.
In der vorliegenden Arbeit wird festgestellt, dass die EGFR-Inhibition – bei Kopf-Hals-
Tumoren eingesetzt zur Verbesserung des Therapieerfolgs – durch BIBX1382BF keinen
Einfluss auf die Strahlenempfindlichkeit der Mundschleimhaut hat, obwohl durch die signifi-
kante Verkürzung der Latenzzeit nach Bestrahlung über 2 Wochen die Wirksamkeit der Ap-
plikation bewiesen ist. Unklar bleibt, ob dieses Ergebnis spezifisch ist für den eingesetzten
EGFR-Hemmstoff oder ob eine Abhängigkeit von der Substanz bzw. der Substanzklasse
(Tyrosinkinaseinhibitor vs. Antikörper) besteht. Hier sind weitere Studien nötig.
Die mukoprotektive Wirkung von KGF – nachgewiesen in einer Vielzahl präklinischer und
erster klinischer Studien – wird laut den vorliegenden Ergebnissen durch die EGFR-Blockade
nicht beeinträchtigt. Dem klinischen Einsatz von KGF zur Mukoprotektion auch in Verbindung
mit der Kombination von Strahlentherapie und EGFR-Inhibition bei Kopf-Hals-Tumoren stün-
de somit nichts im Wege. Auch hier müssen jedoch zur Absicherung der Resultate weitere
präklinische Untersuchungen mit anderen Substanzen bzw. Substanzklassen durchgeführt
werden.
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6 Zusammenfassung
Astrid Fehrmann
Interaktion einer Blockade des Rezeptors für den Epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR) mit
der Gabe von Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) bei der Strahlenreaktion der Mund-
schleimhaut – tierexperimentelle Untersuchungen an Mäusen.
Klinik für Kleintiere der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig und Klinik
und Poliklinik für Strahlentherapie und Radioonkologie der Medizinischen Fakultät Carl Gu-
stav Carus, Universität Dresden
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Schlüsselwörter: fraktionierte Bestrahlung, Mucositis enoralis, EGFR-Inhibition,
BIBX1382BF, KGF
Bei der Strahlentherapie fortgeschrittener Tumoren im Kopf-Hals-Bereich gilt die radiogene
Mucositis enoralis als schwerwiegende und dosislimitierende frühe Nebenwirkung. Sehr
häufig führt sie zu einer Unterbrechung der Behandlung, mit der Folge einer Reduktion der
Tumorheilungschancen. Während einer fraktionierten Strahlenexposition kommt es in der
Mundschleimhaut zu einer erhöhten Expression des Epidermalen Wachstumsfaktors (Epi-
dermal Growth Factor, EGF) und dessen Rezeptors (EGFR). Durch eine Blockade des
EGFR, als anerkannte Strategie zur Verbesserung der Tumorheilung, besteht deshalb die
Gefahr, dass es zu einer Verschlimmerung der Schleimhaut-Nebenwirkungen kommt. Der
Einsatz von Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) zeigt positive Ergebnisse bezüglich einer
Reduktion der Schleimhautveränderungen. In dieser Arbeit wird deshalb im Tiermodell einer-
seits die Auswirkung einer Blockade des EGFR auf die Schleimhautreaktion, und anderer-
seits eine mögliche Interaktion der Blockade mit der schleimhautschützenden Wirkung von
KGF untersucht.
Die Versuche werden an Mäusen vom Stamm C3H/Neu aus der Kolonie des Experimentel-
len Zentrums der Medizinischen Fakultät der TU Dresden durchgeführt. Zur Anwendung
kommen die perkutane (Schnauzenbestrahlung, 200 kV Röntgenstrahlen) und die lokale
Bestrahlung der Zungenunterseite. Die fraktionierte Bestrahlung erfolgt mit 3 Gy/d über eine
Woche (Tag 0–4) bzw. zwei Wochen (Tag 0–4, 7–11). Dies führt nur zu einer subklinischen
Schädigung der Mundschleimhaut. Anschließend wird eine Test-(Top-up)Bestrahlung (25 kV
Röntgenstrahlen) eines 3x3 mm² großen Testfeldes auf der Zungenunterseite mit gestaffel-
ten Dosen zur Auslösung einer klinischen Reaktion durchgeführt. Die Inzidenz von mukosa-
len Ulzerationen im Testfeld wird als klinisch relevanter, quantaler Endpunkt zur Analyse von
Dosis-Effekt-Beziehungen mittels eines Logit-Modells herangezogen. Den zeitlichen Verlauf
beschreiben die Latenzzeit (von der Testbestrahlung bis zur Erstdiagnose der Ulzera) und
die Ulkusdauer (von der Erstdiagnose bis zur makroskopischen Heilung). Einem Teil der Tie-
re wird zur Blockade des EGFR der Tyrosinkinase-Inhibitor BIBX1382BF (Fa. Boehringer
Ingelheim Austria, Wien) an den Tagen 0–7 bzw. 0–14 in einer täglichen Dosis von 50 mg/kg
p.o. jeweils 30 min nach Bestrahlung verabreicht. In einem weiteren Versuchsarm erfolgt
zusätzlich zur BIBX1382BF-Applikation die subkutane Gabe von rekombinantem humanen
KGF (rHuKGF, Palifermin; Fa. Amgen Inc., CA, USA) an den Tagen –3 (15 mg/kg) und 4
(22,5 mg/kg) bei einwöchiger sowie an Tag 11 (15 mg/kg) bei zweiwöchiger Bestrahlung.
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Bei ergänzenden histologischen Untersuchungen werden aus jedem Versuchsarm täglich
von Tag 0-10 bzw. 8-17 je 3 Zungen entnommen. Lichtmikroskopisch wird das Epithel der
Zungenunterseite quantitativ auf Zelldichte (Zellzahl/mm Epithel), Schichtdicke sowie Mito-
senanzahl/mm Epithel ausgewertet. Nach immunhistochemischer Darstellung mit TEC-3 wird
die Zahl der für den Proliferationsmarker Ki-67 positiven Zellen ermittelt.
Eine alleinige Einzeitbestrahlung ergibt eine ED50 (Dosis, bei der bei 50 % der Tiere eine
Ulzeration zu erwarten ist) von 11,9±1,4 Gy; die Dosisabhängigkeit ist signifikant (p=0,0001).
Die mittlere Latenzzeit beträgt 9,2±0,7 Tage, die Ulkusdauer 2,8±0,7 Tage. Bei fraktionierter
Bestrahlung über 1 bzw. 2 Wochen ergibt sich für die abschließende Testbestrahlung eine
ED50 von 6,7±2,1 Gy bzw. 6,5±1,9 Gy. Die mittlere Latenzzeit beträgt 9,0±1,1 Tage bzw.
6,0±0,8 Tage. Die mittlere Ulkusdauer beträgt 2,8±0,7 Tage bzw. 2,7±1,0 Tage.
Die Gabe von BIBX1382BF über 1 bzw. 2 Wochen führt zu keinem signifikanten Unterschied
der ED50 (8,3±1,6 Gy/7,6±1,6 Gy),der Ulkusdauer (2,5±0,8 Tage/2,5±0,7 Tage) und der La-
tenzzeit nach einwöchiger Bestrahlung (8,4±1,2 Tage) gegenüber der alleinigen fraktionier-
ten Bestrahlung. Dagegen ist die Latenzzeit bei Bestrahlung über 2 Wochen (5,3±0,5 Tage)
signifikant reduziert. Die zusätzliche Behandlung mit KGF führt zu einem signifikanten An-
stieg der ED50 (11,3±1,3 Gy/12,3±0,9 Gy) im Vergleich zu den beiden anderen Versuchsar-
men. Die Latenzzeit nach Bestrahlung mit 5x3 Gy (7,8±1,1 Tage) und die Ulkusdauer mit
2,5±0,8 Tagen (5x3 Gy) bzw. 3,1±0,9 Tagen (10x3 Gy) sind nicht signifikant verschieden.
Dagegen ergibt sich bei der Bestrahlung über 2 Wochen eine signifikant verlängerte Latenz-
zeit (8,7±1,0 Tage).
Der maximale Zellverlust nach fraktionierter Bestrahlung sowohl über eine (auf ca. 70%) als
auch über zwei Wochen (auf ca. 60%) wird nach BIBX1382BF-Gabe jeweils einen Tag früher
als bei der alleinigen Bestrahlung gefunden. Durch die KGF-Gabe erfolgt der Zellverlust in
der ersten Woche erst 1-2 Tage später, erreicht jedoch das Minimum (ca. 70%) eher. In der
zweiten Woche der Bestrahlung findet sich der maximale Verlust von nur ca. 20% der Zellen
im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung und zur zusätzlichen Gabe von BIBX1382BF 1-2
Tage später, während die Restauration der Zellzahlen bereits 3 Tage früher beobachtet wird.
Die Epitheldicke bleibt unter der alleinigen Bestrahlung und zusätzlichen BIBX1382BF-Gabe
nahezu unverändert. Die KGF-Gabe bewirkt ab dem Ende der ersten Bestrahlungswoche
eine signifikante Zunahme der Epitheldicke bis auf den Faktor 3 in der zweiten Woche. Ursa-
che ist eine Dickenzunahme der Keratinschicht, aber auch der kernhaltigen Schichten. Letz-
teres muss auf einer Volumenzunahme der Einzelzellen um bis zu 166% beruhen.
Die Anzahl der Ki-67 positiven Zellen sinkt durch die EGFR-Inhibition auf 9% im Vergleich
zur alleinigen Bestrahlung. Die KGF-Gabe führt zu einem fast vollständigen Rückgang.
Insgesamt kann keine signifikante Veränderung der Schleimhauttoleranz durch die EGFR-
Inhibition mittels BIBX1382BF innerhalb der ersten beiden Wochen einer fraktionierten Be-
strahlung festgestellt werden; lediglich das Auftreten ulzerativer Läsionen nach der zweiten
Woche ist vorverlagert. Ebenso ist keine signifikante Beeinflussung der schleimhautprotekti-
ven Wirkung von KGF vorhanden. Einer Kombination von fraktionierter Strahlentherapie mit
EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren wie auch der gleichzeitigen Gabe von KGF zur Schleim-
hautprotektion steht somit nichts entgegen. Jedoch bleibt unklar, inwiefern Unterschiede in
der Wirkung verschiedener Inhibitoren der EGFR-Tyrosinkinase oder sogar unterschiedlicher
Wirkstoffklassen (Tyrosinkinase-Inhibitoren vs. blockierende Rezeptor-Antikörper) bestehen.
Hier sind weitere präklinische, funktionelle wie auch mechanistische Untersuchungen nötig.
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Radiation-induced oral mucositis is a severe and dose limiting early side effect during radio-
therapy of advanced tumours in the head-and-neck region. It frequently results in unplanned
treatment interruptions, with the consequence of a reduction in tumour control rates. During
fractionated radiotherapy, an increase in the expression of Epidermal Growth Factor (EGF)
and its receptor (EGFR) in oral mucosa has been demonstrated. EGFR inhibition, as an evi-
dence based strategy to improve tumour control, hence bares the risk of aggravation of mu-
cosal complications. The administration of Keratinocyte Growth Factor (KGF) has demon-
strated positive results with regard to amelioration of oral mucosal complications . The pre-
sent investigation was hence initiated in order to assess the effect of EGFR inhibition on the
mucosal radiation response and a potential interaction of this inhibition with the mucoprotec-
tive efficacy of KGF in an animal model.
All experiments were carried out in mice of the C3H/Neu strain from the colony of the Expe-
rimental Center of Medical Faculty Carl Gustav Carus of TU Dresden. Two different
techniques were applied for irradiation of oral mucosa: Percutaneous irradiation of the snout
(200 kV X-rays) and local irradiation of the lower tongue surface. Fractionated irradiation
comprises 5 daily fractions/week over 1 week (days 0-4) or 2 weeks (days 0-4, 7-11). This
results only in subclinical mucosal damage. Subsequently, a local test (top-up) irradiation (25
kV X-rays) with graded doses is applied to a 3x3 mm² test area of the lower tongue surface
in order to induce a clinical response. The incidence of mucosal ulcerations within the test
area is used as a clinically relevant quantal endpoint for dose-effect analyses, with a logit
model. The time course of the response is described by the latent time (from test irradiation
to first diagnosis of ulceration) and ulcer duration (from first diagnosis to macroscopic hea-
ling). A fraction of animals received the tyrosine kinase inhibitor BIBX1382BF (Boehringer
Ingelheim Austria, Vienna, Austria) for EGFR inhibition on days 0-7 or 0-14, respectively, 30
min before irradiation at a daily dose of 50 mg/kg p.o. In a further experimental arm, in addi-
tion to EGFR inhibition, administration of recombinant human KGF (rHuKGF, Palifermin;
Amgen Inc., CA, USA) on days –3 (15 mg/kg) and 4 (22,5 mg/kg) with one week of fractiona-
tion, as well as on day 11 (15 mg/kg) with two weeks of fractionation.
In further, histological investigations, 3 tongues from the different experiments are taken out
daily on days 0-10 or 8-17, respectively. With standard light microscopy the epithelium of the
lower tongue surface were quantitative examined for cell density (cells per mm epithel
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length), thickness of the individual epithelial layers as well as the number of mitoses per mm
epithelium. After immunohistochemical staining with TEC-3, the number of cells positive for
the proliferation marker Ki-67 was defined.
Single dose irradiation alone results in an ED50 (Dose, at which mucosal ulceration is expec-
ted in 50% of the animals) of 11,9±1,4 Gy, with a significant dose dependence (p=0,0001).
Mean latent time was 9,2±0,7 days, ulcer duration 2,8±0,7 days. For fractionated irradiation
over 1 or 2 weeks, the ED50 for the terminating test irradiation was 6,7±2,1 Gy and 6,5±1,9
Gy, respectively. Mean latent times were 9,0±1,1 days and 6,0±0,8 days, mean ulcer durati-
on 2,8±0,7 days and 2,7±1,0 days, respectively.
Administration of BIBX1382BF for 1 or 2 weeks did not yield a significant difference in ED50
(8,3±1,6 Gy/7,6±1,6 Gy), ulcer duration (2,5±0,8 days/2,5±0,7 days) and latent time for frac-
tionation over 1 week (8,4±1,2 days) compared to irradiation alone. In contrast, latent times
after fractionation over 2 weeks was significantly reduced (5,3±0,5 days). The additional ad-
ministration of KGF resulted in a significant increase in ED50 for test irradiation over 1 or 2
weeks (11,3±1,3 Gy/12,3±0,9 Gy) compared to the other experiments. Latent times after 5x3
Gy (7,8±1,1 days) and ulcer durations of 2,5±0,8 days (5x3 Gy)/3,1±0,9 days (10x3 Gy) were
not significantly different. However, for 2 weeks of fractionation, a significantly prolonged la-
tent time of 8,7±1,0 days was observed compared to irradiation alone or irradiation plus
BIBX1382BF.
Maximum cell loss after fractionated irradiation over 1 week (of ca. 70%) as well as over 2
weeks (of ca. 60%) was observed 1 day earlier with BIBX1382BF administration compared to
irradiation alone. Additional administration of KGF delayed the cell loss in week one by 1-2
days, but similarly resulted in minimum of 70% earlier. In the second week, a maximum cell
loss of only 20% was observed 1-2 days later than for irradiation +/- EGFR inhibition, while
restoration of cell counts is observed 3 days earlier.
Epithelial thickness during irradiation alone and additional administration of BIBX1382BF is
nearly unchanged. The administration of KGF yields a significant increase in the second
week of up to a factor 3. This is based on an increase in the thickness of the keratin layer,
but also of the layer of nucleated cells. The latter, in face of control cell numbers, must be
attributed to an increase in individual cell volume to up to 166%.
The number of Ki-67 positive cells decrease up to 9% with additional EGFR inhibition, com-
pared to irradiation alone. Administration of KGF even resulted in complete suppression of
Ki-67 positive cells.
In summary, EGFR inhibition by BIBX1382BF did not result in a significant change in muco-
sal tolerance during the first two weeks of fractinated irradiation; only the latent time to ma-
nifestation of ulcerative lesions after 2 weeks is significantly shortened. Similarly, no signifi-
cant impact on the mucoprotective efficacy of KGF is found. Therefore, a combination of
fractionated radiotherapy with EGFR tyrosine kinase inhibitors as well as concomitant admi-
nistration of KGF for mucoprotection seems possible. However, it remains unclear, if diffe-
rences between the effect of BIBX1382BF and other inhibitors of the EGFR tyrosine kinase
or of different substance classes (tyrosine kinase inhibitors vs. inhibiting receptor antibodies)
exist. Hence, further preclinical, functional and mechanistic investigations are required.
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9 Anhang
9.1 SPF-Bedingungen im Experimentellen Zentrum: getestete Mikroorganismen
9.1.1 Viren:
Mäusehepatitisvirus (MHV), Rotavirus der Maus (EDIM), Minute Virus of Mice (MVM), Mouse
Parvo Virus (MPV), Sendaivirus, Theilersches Encephalomyelitisvirus der Maus (TMEV), Ek-
tromelie, Virus der lymphozytären Choriomeningitis (LCM), Adenovirus der Maus (MAd), Zyto-
megalievirus der Maus (MCMV), Pneumonievirus der Maus (PVM), Reovirus Typ 3 (Reo3)
9.1.2 Bakterien und Pilze:
Bordetella bronchiseptica, Citrobacter rhodentium, Clostridium piliformae, Corynebacterium kut-
scheri, E. coli, Helicobacter spp., Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma spp.,
Pasteurellaceae, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Staphylococcus au-
reus, Streptobacillus moniliformis , Streptococcus sp. β-hämolysierend, Streptococcus pneumo-
niae
9.1.3 Parasiten:
Aspicularis sp., Syphacia sp., Coccidien, Giardia sp., Spironucleus muris, sonstige Flagellaten,
Arthropoden, Trichomonaden
9.2 Reagenzien zur HE-Färbung für Paraffinschnitte
• 0,5 % Eosinlösung (100 ml 1 % alkalische Eosinlösung auf 100 ml Ethanol 96 %)
• Xylol zum Entparaffinieren der Schnitte
• Absteigende Alkoholreihe zum Hydratisieren (Ethanol absolutus, Ethanol absolutus, Ethanol
96 %, Ethanol 96 %, Ethanol 70 %, Ethanol 40 %)
• Mayers Hämalaun (1g Hämatoxylin in 1 l Aqua dest., 0,2 g Natriumjodat, 50 g Aluminiumka-
liumsulfat, 50 g Chloralhydrat, 1 g Zitronensäure)
• Entellan (Entellan®neu, Merck KgaA, Darmstadt)
9.3 Reagenzien für die immunhistochemische Färbung mit TEC-3
• Primärantikörper: Monoklonal Rat, Anti-Mouse Ki-67 Antigen, Clone TEC-3:
Fa. Dako, Glostrup Dänemark
Konzentration: 1:50 (1 µl auf 50 µl PBS)
• VECTASTAIN*Elite*ABC KIT (Rat IgG) (Vector Laboratories, USA)
1. Normalserum (15 µl auf 1 ml PBS)
2. Sekundärantikörper (5 µl auf 1 ml PBS)
3. ABC-Komplex (20µl Reagenz A, 20 µl Reagenz B, 1 ml PBS)
• Xylol
• Aufsteigende und absteigende Alkoholreihe mit jeweils 2x 100 %, 2x 96 %, 70 % und
40%igem Alkohol
• PBS-Puffer (5 l Aqua dest., 36 g NaCl, 7,4 g Na2HPO4, 2,15 g KH2PO4)
• Citratpuffer (18 ml 0,1 M Zitronensäure, 82 ml 0,1 M Na-Citratlösung, 1000 ml Aqua dest.)
• Wasserstoffperoxid (H2O2-Lösung 30 % stabilisiert)
• DAB (0,6 g 3,3‘-Diaminobenzidin 99 %, Aldrich® auf 100 ml PBS)
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9.4 Reagenzien für die immunhistochemische Färbung mit Cytokeratin 6 Antikörper
• Primärantikörper: Monoklonal Mouse, Cytokeratin 6 - Antikörper, Clone LHK6B
kreuzreagierend mit Mensch und Maus
Fa. Abcam Limited, Cambridgeshire, UK
Konzentration: 1:25 (1µl auf 25 µl PBS/Biotinylation Reagent/Blocking
Reagent)
• The DAKO ARK™, (Animal Research Kit), Peroxidase K3954 + K3955
• Peroxidase Block (Bottle 1)
• Biotinylate Primary Antibody (positive oder negative Kontrolle): Vorbereitung
1. Schritt: Lösungsmittel (PBS), konzentrierten primären Antikörper
(positiv oder negativ) und Biotinylation Reagent mischen,
15 min bei Raumtemperatur inkubieren
2. Schritt: Blocking Reagent hinzufügen, 5 min bei Raumtemperatur 
inkubieren
• Streptavidin-Peroxidase (Bottle 4)
• DAB + Substrate-Chromogen (Bottle 5+6)
• Xylol
• Aufsteigende und absteigende Alkoholreihe mit jeweils 2x 100 %, 2x 96 %, 70 % und
40%igem Alkohol
• PBS-Puffer (5 l Aqua dest., 36 g NaCl, 7,4 g Na2HPO4, 2,15 g KH2PO4)
• Citratpuffer (18 ml 0,1 M Zitronensäure, 82 ml 0,1 M Na-Citratlösung, 1000 ml Aqua dest.)
9.5 Tabellen
9.5.1 Zellzahlen
Tab. 17: Veränderungen der Zellzahl des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche. Die im Fettdruck markierten Tage ent-
sprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht
Tag Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
0 578 ± 5 100 ± 1 431 ± 6 100 ± 1 147 ± 5 100 ± 3
1 583 ± 57 101 ± 10 392 ± 39 91 ± 9 191 ± 19 130 ± 13
2 490 ± 43 85 ± 7 333 ± 32 77 ± 7 157 ± 12 107 ± 8
3 483 ± 24 84 ± 4 340 ± 25 79 ± 6 143 ± 10 97 ± 7
4 465 ± 59 80 ± 10 335 ± 45 78 ± 10 130 ± 14 88 ± 10
5 439 ± 10 76 ± 2 320 ± 8 74 ± 2 119 ± 6 81 ± 4
6 428 ± 9 74 ± 2 311 ± 6 72 ± 1 117 ± 4 80 ± 3
7 475 ± 16 82 ± 3 358 ± 10 83 ± 2 117 ± 10 80 ± 7
8 543 ± 34 94 ± 6 398 ± 25 92 ± 6 145 ± 9 99 ± 6
9 488 ± 8 84 ± 1 351 ± 6 81 ± 1 137 ± 5 93 ± 3
10 572 ± 14 99 ± 2 425 ± 16 99 ± 4 147 ± 5 100 ± 3
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Tab. 18: Veränderungen der Zellzahl des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen. Die im Fettdruck markierten Tage
entsprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
Die Werte für die erste Bestrahlungswoche (Tage 1-7) finden sich in Tabelle 19.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht
Tag Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
0 578 ± 5 100 ± 1 431 ± 6 100 ± 1 147 ± 5 100 ± 3
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 17.
8 412 ± 16 71 ± 3 308 ± 14 71 ± 3 105 ± 3 71 ± 2
9 360 ± 3 62 ± 1 270 ± 2 63 ± 1 90 ± 4 61 ± 3
10 426 ± 46 74 ± 8 319 ± 41 74 ± 10 107 ± 6 73 ± 4
11 441 ± 33 76 ± 6 334 ± 30 77 ± 7 107 ± 4 73 ± 3
12 410 ± 12 71 ± 2 311 ± 10 72 ± 2 99 ± 5 67 ± 3
13 414 ± 17 72 ± 3 312 ± 17 72 ± 4 102 ± 2 69 ± 1
14 449 ± 16 78 ± 3 348 ± 15 81 ± 3 102 ± 3 69 ± 2
15 514 ± 21 89 ± 4 392 ± 22 91 ± 5 121 ± 1 82 ± 1
16 608 ± 13 105 ± 2 463 ± 14 107 ± 3 145 ± 5 99 ± 3
17 643 ± 17 111 ± 3 492 ± 17 114 ± 4 151 ± 1 103 ± 1
Tab. 19: Veränderungen der Zellzahl des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche und oraler Gabe von BIBX1382BF. Die
im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage
kennzeichnen die Heilungsphase.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht
Tag Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
0 578 ± 5 100 ± 1 431 ± 6 100 ± 1 147 ± 5 100 ± 3
1 580 ± 2 100 ± 1 407 ± 5 94 ± 1 173 ± 5 118 ± 3
2 545 ± 29 94 ± 5 381 ± 19 88 ± 4 165 ± 11 112 ± 7
3 420 ± 26 73 ± 4 283 ± 14 66 ± 3 136 ± 12 93 ± 8
4 432 ± 45 75 ± 8 301 ± 33 70 ± 8 131 ± 12 89 ± 8
5 405 ± 26 70 ± 4 305 ± 27 71 ± 6 100 ± 4 68 ± 3
6 438 ± 25 76 ± 4 330 ± 28 77 ± 6 109 ± 3 74 ± 2
7 416 ± 42 72 ± 7 321 ± 35 74 ± 8 95 ± 7 65 ± 5
8 498 ± 16 86 ± 3 385 ± 7 89 ± 2 113 ± 9 77 ± 6
9 525 ± 30 91 ± 5 400 ± 26 93 ± 6 125 ± 4 85 ± 3
10 581 ± 8 101 ± 1 424 ± 11 98 ± 3 157 ± 8 107 ± 5
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Tab. 20: Veränderungen der Zellzahl des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche, oraler Gabe von BIBX1382BF und
subkutaner Injektion von KGF. Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrah-
lungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht
Tag Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
0 - - - - - -
1 621 ± 11 107 ± 2 404 ±12 94 ± 3 216 ± 1 147 ± 1
2 614 ± 54 106 ± 9 397 ± 41 92 ± 10 217 ± 13 148 ± 9
3 439 ± 12 76 ± 2 298 ± 6 69 ± 1 140 ± 7 95 ± 5
4 395 ± 36 68 ± 6 282 ± 20 65 ± 5 113 ± 16 77 ± 11
5 553 ± 19 96 ± 3 406 ± 12 94 ± 3 146 ± 9 99 ± 6
6 678 ± 27 117 ± 5 449 ± 19 104 ± 4 229 ± 14 156 ± 10
7 678 ± 17 117 ± 3 452 ± 1 105 ± 1 227 ± 16 154 ± 11
8 667 ± 28 115 ± 5 468 ± 29 109 ± 7 199 ± 4 135 ± 3
9 625 ± 13 108 ± 2 448 ± 10 104 ± 2 177 ± 5 120 ± 3
10 729 ± 39 126 ± 7 518 ± 24 120 ± 6 211 ± 16 144 ± 11
Tab. 21: Veränderungen der Zellzahl des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen und oraler Gabe von BIBX1382BF.
Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage
kennzeichnen die Heilungsphase. Die Werte für die erste Bestrahlungswoche (Tage 1-7) finden
sich in Tabelle 21.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht
Tag Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
0 578 ± 5 100 ± 1 431 ± 6 100 ± 1 147 ± 5 100 ± 3
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 19.
8 362 ± 7 63 ± 1 280 ± 1 65 ± 1 83 ± 6 56 ± 4
9 463 ± 42 80 ± 7 357 ± 30 83 ± 7 106 ± 13 72 ± 9
10 365 ± 16 63 ± 3 280 ± 8 65 ± 2 85 ±  8 58 ± 5
11 388 ± 19 67 ± 3 298 ± 18 69 ± 4 89 ± 3 61 ± 2
12 374 ± 20 65 ± 3 289 ± 10 67 ± 2 85 ± 10 58 ± 7
13 381 ± 15 66 ± 3 285 ± 19 66 ± 4 98 ± 4 67 ± 3
14 375 ± 9 65 ± 2 286 ± 4 66 ± 1 88 ± 5 60 ± 3
15 444 ± 27 77 ± 5 337 ± 16 78 ± 4 107 ± 11 73 ± 7
16 589 ± 7 102 ± 1 449 ± 8 104 ± 2 140 ± 4 95 ± 3
17 653 ± 20 113 ± 3 478 ± 22 111 ± 5 175 ± 14 119 ± 10
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Tab. 22: Veränderungen der Zellzahl des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen, oraler Gabe von BIBX1382BF und
subkutaner Injektion von KGF. Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrah-
lungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase. Die Werte für die erste
Bestrahlungswoche (Tage 1-7) finden sich in Tabelle 22.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht
Tag Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
Zellzahl/mm
± SEM [%]
0 - - - - - -
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 20.
8 671 ± 34 116 ± 6 443 ± 17 103 ± 4 227 ± 17 154 ± 12
9 501 ± 42 87 ± 7 335 ± 25 78 ± 6 166 ± 17 113 ± 12
10 507 ± 17 88 ± 3 362 ± 16 84 ± 4 145 ± 4 99 ± 3
11 446 ± 2 77 ± 1 333 ± 4 77 ± 1 112 ± 2 76 ± 1
12 517 ± 22 89 ± 4 389 ± 16 90 ± 4 128 ± 7 87 ± 5
13 709 ± 63 123 ± 11 486 ± 42 113 ± 10 223 ± 23 152 ± 16
14 593 ± 24 103 ± 4 411 ± 22 95 ± 5 182 ± 2 124 ± 1
15 610 ± 42 106 ± 7 437 ± 32 101 ± 7 173 ± 11 118 ± 7
16 636 ± 31 110 ± 5 461 ± 13 107 ± 3 175 ± 21 119 ± 14
17 594 ± 51 103 ± 9 444 ± 40 103 ± 9 151 ± 13 103 ± 9
9.5.2 Epitheldicken
Tab. 23: Veränderungen der Dicke (D) des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschich-
ten unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche. Die im Fettdruck markierten Tage
entsprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht Keratinschicht
Tag D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
0 91 ± 12 100 ± 13 23 ± 2 100 ± 9 51 ± 16 100 ± 31 17 ± 5 100 ± 29
1 60 ± 6 66 ± 7 19 ± 1 83 ± 4 24 ± 6 47 ± 12 16 ± 1 94 ± 6
2 78 ± 1 86 ± 1 24 ± 1 104 ± 4 33 ± 1 65 ± 2 21 ± 1 124 ± 6
3 60 ± 6 66 ± 7 21 ± 2 91 ± 9 21 ± 3 41 ± 6 19 ± 2 112 ± 12
4 78 ± 8 86 ± 9 24 ± 4 104 ±17 29 ± 4 57 ± 8 25 ± 7 147 ± 41
5 99 ± 10 109 ± 11 24 ± 1 104 ± 4 48 ± 6 94 ± 12 27 ± 3 159 ± 18
6 86 ± 5 95 ± 5 20 ± 3 87 ± 13 42 ± 4 82 ± 8 23 ± 2 135 ± 12
7 70 ± 5 77 ± 5 20 ± 1 87 ± 4 36 ± 3 71 ± 6 14 ± 3 82 ± 18
8 74 ± 6 81 ± 7 21 ± 2 91 ± 9 33 ± 3 65 ± 6 19 ± 2 112 ± 12
9 54 ± 3 59 ± 3 18 ± 2 78 ± 9 22 ± 2 43 ± 4 14 ± 1 82 ± 6
10 77 ± 6 85 ± 7 24 ± 1 104 ± 4 37 ± 5 73 ± 10 16 ± 2 94 ± 12
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Tab. 24: Veränderungen der Dicke (D) des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschich-
ten unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen. Die im Fettdruck markierten
Tage entsprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungs-
phase. Die Werte für die erste Bestrahlungswoche (Tage 1-7) finden sich in Tabelle 25.
Gesamtepithel Germinativ-
schicht Funktionsschicht KeratinschichtTag D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
0 91 ± 12 100 ± 13 23 ± 2 100 ± 9 51 ± 16 100 ± 31 17 ± 5 100 ± 29
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 23.
8 119 ± 15 131 ± 16 16 ± 2 70 ± 9 44 ± 6 86 ± 12 60 ± 8 353 ± 47
9 149 ± 24 164 ± 26 21 ± 1 91 ± 4 54 ± 11 106 ± 22 74 ± 12 435 ± 71
10 173 ± 17 190 ± 19 21 ± 1 91 ± 4 65 ± 7 127 ± 14 86 ± 9 506 ± 53
11 168 ± 16 185 ± 18 22 ± 2 96 ± 9 63 ± 6 124 ± 12 84 ± 8 494 ± 47
12 190 ± 6 209 ± 7 23 ± 1 100 ± 4 72 ± 4 141 ± 8 95 ± 3 559 ± 18
13 156 ± 9 171 ± 10 23 ± 2 100 ± 9 55 ± 3 108 ± 6 78 ± 5 459 ± 29
14 149 ± 11 164 ± 12 22 ± 1 96 ± 4 53 ± 4 104 ± 8 75 ± 6 441 ± 35
15 175 ± 15 192 ± 16 28 ± 2 122 ± 9 60 ± 6 118 ± 12 88 ± 7 518 ± 41
16 190 ±11 209 ± 12 29 ± 3 126 ± 13 66 ± 2 129 ± 4 95 ± 5 559 ± 29
17 201 ± 19 221 ± 21 26 ± 1 113 ± 4 74 ± 10 145 ± 20 101 ± 10 594 ± 59
Tab. 25: Veränderungen der Dicke (D) des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschich-
ten unter sowie nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy und der oralen Gabe von
BIBX1382BF. Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrahlungstagen, die un-
markierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht Keratinschicht
Tag D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
0 91 ± 12 100 ± 13 23 ± 2 100 ± 9 51 ± 16 100 ± 31 17 ± 5 100 ± 29
1 68 ± 10 75 ± 11 21 ± 1 91 ± 4 31 ± 8 61 ± 16 16 ± 2 94 ± 12
2 75 ± 9 82 ± 10 18 ± 3 78 ± 13 39 ± 6 76 ± 12 18 ± 4 106 ± 24
3 77 ± 16 85 ± 18 20 ± 3 87 ± 13 42 ± 10 82 ± 20 15 ± 3 88 ± 18
4 73 ± 13 80 ± 14 19 ± 4 83 ± 17 35 ± 8 69 ± 16 19 ± 2 112 ± 12
5 65 ± 6 71 ± 7 23 ± 1 100 ± 4 28 ± 3 55 ± 6 15 ± 2 88 ± 12
6 83 ± 8 91 ± 9 22 ± 1 96 ± 4 36 ± 7 71 ± 14 25 ± 3 147 ± 18
7 66 ± 7 73 ± 8 20 ± 3 87 ± 13 29 ± 4 57 ± 8 17 ± 1 100 ± 6
8 76 ± 10 84 ± 11 22 ± 2 96 ± 9 37 ± 8 73 ± 16 17 ± 1 100 ± 6
9 92 ± 9 101 ± 10 26 ± 4 113 ± 17 45 ± 5 88 ± 10 21 ± 2 124 ± 12
10 96 ± 17 105 ± 19 22 ± 1 96 ± 4 45 ± 12 88 ± 24 28 ± 4 165 ± 24
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Tab. 26: Veränderungen der Dicke (D) des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschich-
ten unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche, oraler Gabe von BIBX1382BF und
subkutaner Injektion von KGF. Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrah-
lungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht Keratinschicht
Tag D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
0 91 ± 12 100 ± 13 23 ± 2 100 ± 9 51 ± 16 100 ± 31 17 ± 5 100 ± 29
1 90 ± 2 99 ± 2 23 ± 1 100 ± 4 45 ± 3 88 ± 6 23 ± 1 135 ± 6
2 119 ± 11 131 ± 12 25 ± 2 109 ± 9 64 ± 12 125 ± 24 30 ± 1 176 ± 6
3 83 ± 7 91 ± 8 21 ± 2 91 ± 9 37 ± 6 73 ± 12 26 ± 3 153 ± 18
4 84 ± 17 92 ± 19 20 ± 5 87 ± 22 41 ± 7 80 ± 14 23 ± 5 135 ± 29
5 135 ± 17 148 ± 19 39 ± 1 170 ± 4 66 ± 10 129 ± 20 30 ± 6 176 ± 35
6 199 ± 9 219 ± 10 42 ± 2 183 ± 9 113 ± 7 222 ± 14 43 ± 3 253 ± 18
7 160 ± 25 176 ± 27 30 ± 4 130 ± 17 86 ± 13 169 ± 25 43 ± 8 253 ± 47
8 134 ± 16 147 ± 18 26 ± 1 113 ± 4 66 ± 10 129 ± 20 43 ± 6 253 ± 35
9 112 ± 14 123 ± 15 29 ± 2 126 ± 9 46 ± 6 90 ± 12 37 ± 6 218 ± 35
10 114 ± 9 125 ± 10 29 ± 3 126 ± 13 59 ± 10 116 ± 20 26 ± 4 153 ± 24
Tab. 27: Veränderungen der Dicke (D) des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschich-
ten unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen und oraler Gabe von
BIBX1382BF. Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrahlungstagen, die un-
markierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase. Die Werte für die erste Bestrahlungswoche
(Tage 1-7) finden sich in Tabelle 27.
Gesamtepithel Germinativschicht Funktionsschicht Keratinschicht
Tag D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
0 91 ± 12 100 ± 13 23 ± 2 100 ± 9 51 ± 16 100 ± 31 17 ± 5 100 ± 29
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 25.
8 134 ± 1 147 ± 1 17 ± 1 74 ± 4 50 ± 1 98 ± 2 67 ± 1 394 ± 6
9 134 ± 11 147 ± 12 21 ± 2 91 ± 9 46 ± 5 90 ± 10 67 ± 6 394 ± 35
10 124 ± 6 136 ± 7 18 ± 1 78 ± 4 44 ± 3 86 ± 6 62 ± 3 365 ± 18
11 143 ± 8 157 ± 9 20 ± 1 87 ± 4 51 ± 3 100 ± 6 71 ± 4 418 ± 24
12 114 ± 11 125 ± 12 18 ± 2 78 ± 9 39 ± 4 76 ± 8 57 ± 5 335 ± 29
13 99 ± 15 109 ± 16 15 ± 2 65 ± 9 35 ± 6 69 ± 12 49 ± 8 288 ± 47
14 114 ± 8 125 ± 9 21 ± 1 91 ± 4 36 ± 3 71 ± 6 57 ± 4 335 ± 24
15 124 ± 13 136 ± 14 21 ± 0 91 ± 0 41 ± 6 80 ± 12 62 ± 6 365 ± 35
16 178 ± 12 196 ± 13 29 ± 1 126 ± 4 60 ± 5 118 ± 10 89 ± 6 524 ± 35
17 174 ± 17 191 ± 19 26 ± 4 113 ± 17 61 ± 5 120 ± 10 87 ± 9 512 ± 53
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Tab. 28: Veränderungen der Dicke des Gesamtepithels sowie der einzelnen Epithelschichten
unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen, oraler Gabe von BIBX1382BF und
subkutaner Injektion von KGF. Die im Fettdruck markierten Tage entsprechen den Bestrah-
lungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase. Die Werte für die erste
Bestrahlungswoche (Tage 1-7) finden sich in Tabelle 28.
Gesamtepithel Germinativ-
schicht Funktionsschicht KeratinschichtTag D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
D±SEM
[µm]
D±SEM
[%]
0 - - - - - - - -
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 26.
8 270 ± 26 297 ± 29 30 ± 6 130 ± 26 105 ± 8 206 ± 16 135 ± 13 794 ± 76
9 223 ± 19 245 ± 21 27 ± 5 117 ± 22 85 ± 5 167 ± 10 111 ± 9 653 ± 53
10 202 ± 9 222 ± 10 27 ± 3 117 ± 13 74 ± 4 145 ± 8 101 ± 4 594 ± 24
11 200 ± 13 220 ± 14 26 ± 2 113 ± 9 74 ± 6 145 ± 12 100 ± 7 588 ± 41
12 237 ± 40 260 ± 44 34 ± 6 148 ± 26 84 ± 14 165 ± 27 119 ± 20 700 ± 118
13 321 ± 44 353 ± 48 43 ± 5 187 ± 22 118 ± 21 231 ± 41 161 ± 22 947 ± 129
14 253 ± 23 278 ± 25 27 ± 2 117 ± 9 99 ± 10 194 ± 20 126 ± 12 741 ± 71
15 229 ± 19 252 ± 21 27 ± 1 117 ± 4 88 ± 9 173 ± 18 114 ± 10 671 ± 59
16 262 ± 38 288 ± 42 30 ± 2 130 ± 9 101 ± 17 198 ± 33 131 ± 19 771 ± 112
17 167 ± 12 185 ± 13 24 ± 3 104 ± 13 60 ± 3 118 ± 6 84 ± 6 494 ± 35
9.5.3 Relatives Zellvolumen
Tab. 29: Veränderungen des relativen Zellvolumen sowohl der Germinativ- als auch der Funkti-
onsschicht unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 5x3 Gy/Woche, oraler Gabe von
BIBX1382BF und/oder subkutaner Injektion von KGF. Die im Fettdruck markierten Tage ent-
sprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
5x3 Gy 5x3 Gy, BIBX 5x3 Gy, BIBX + KGF
rel Zellvolumen [%] rel. Zellvolumen [%] rel. Zellvolumen [%]Tag
Germinativ-
schicht
Funktions-
schicht
Germinativ-
schicht
Funktions-
schicht
Germinativ-
schicht
Funktions-
schicht
0 100 100 100 100 - -
1 91 36 97 52 107 60
2 135 61 89 68 118 85
3 116 42 132 89 132 76
4 134 64 118 77 133 105
5 141 116 141 81 180 130
6 121 103 125 95 175 143
7 105 89 117 88 124 109
8 99 66 107 94 104 96
9 96 46 122 104 121 75
10 106 73 97 83 105 81
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Tab 30: Veränderungen des relativen Zellvolumen sowohl der Germinativ- als auch der Funkti-
onsschicht unter/nach fraktionierter Bestrahlung mit 10x3 Gy/2 Wochen, oraler Gabe von
BIBX1382BF und/oder subkutaner Injektion von KGF. Die im Fettdruck markierten Tage ent-
sprechen den Bestrahlungstagen, die unmarkierten Tage kennzeichnen die Heilungsphase.
10x3 Gy 10x3 Gy, BIBX 10x3 Gy, BIBX + KGF
rel Zellvolumen [%] rel. Zellvolumen [%] Rel. Zellvolumen [%]Tag
Germinativ-
schicht
Funktions-
schicht
Germinativ-
schicht
Funktions-
schicht
Germinativ-
schicht
Funktions-
schicht
0 100 100 100 100 - -
Die Werte für die Tage 1-7 finden sich in Tabelle 29.
8 97 121 114 174 127 133
9 146 173 110 125 151 148
10 123 175 120 149 140 147
11 123 170 126 165 146 190
12 139 210 117 132 164 189
13 138 155 99 103 166 153
14 118 150 138 118 123 157
15 134 143 117 110 116 147
16 117 131 121 124 122 166
17 99 141 102 100 101 115
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